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Kurzfassung

Um zu der Entwicklung der Biotechnologie beizutragen wurden zwei Aspekte identifiziert,
welche in dieser Arbeit adressiert wurden. Zum einen wird von verschiedenen Autoren
grofles Potential in kontinuierlich arbeitenden Reaktorkonzepten gesehen. Zum anderen
bieten Hochdruck als neuer Prozessparameter Moglichkeiten zur Prozessintensivierung.

Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit zunichst ein Reaktorkonzept im Labor-
mafistab entwickelt, welches zum einen kontinuierlich arbeitet und zum anderen mittels
Hochdruck (bis 130 MPa / 1300 bar) die Ausbeute einer Modellreaktion erhéht.

Als Modellsystem wurde die Synthese von N-Acetylneuraminsdure (NeubAc) ausge-
hend von N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) und Pyruvat (Pyr) gewéhlt. Es wurde der
Einfluss von Hochdruck auf die Lage des thermodynamischen Gleichgewichts und auf die
Reaktionskinetik vermessen.

Der realisierte Reaktoraufbau basiert auf einem Festbettreaktor, Kapillaren mit
50 um Innendurchmesser und einem Riickdruckregler (RDR). Im Gegensatz zu gén-
gigen Hochdruck-Satzreaktoren bietet das entworfene Reaktorsystem die Vorteile, dass
Druck und Konzentrationen wahrend des Betriebs verédndert und das Reaktionsmedi-
um vermessen werden kann. Hierdurch kann der experimentelle Aufwand kinetischer
Messungen deutlich reduziert werden.

Der entworfene Festbettreaktor konnte zu einem Umlaufreaktor modifiziert werden.
Mit diesem konnen beliebige Reaktionszeiten erreicht und so das Reaktionsgleichgewicht
vermessen werden. Gegeniiber Satzreaktoren bietet er bedeutende Vorteile: Proben kénnen
direkt entnommen werden, wahrend der Reaktor in Betrieb ist und hoher Druck vorliegt.
Der Hochdruckumlaufreaktor kann mittels nicht fiir Hochdruck ausgelegte Pumpen
modifiziert werden, wodurch ein kontinuierlicher Betrieb erméglicht wird.

Mittels kinetischer Studien konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitit von Pyr
zu beiden untersuchten Enzymen mit Druck erhéht wird.

Es konnte gezeigt werden, dass das thermodynamische Gleichgewicht der Aldol-Reaktion
von N-Acetyl-D-mannosamin (ManNAc) und Pyr zu NeubAc durch Druck positiv beein-
flusst wird. Die Gleichgewichtskonstante wurde von (20,9+0,9) L/mol auf (43,9+3,0) L/mol
gesteigert. Damit wurde eine Anderung des molaren Volumens von (-16,0 + 1,2) mL/mol
berechnet.

Auch die Reaktionssequenz wurde positiv durch Druck beeinflusst. Hier konnte die
Reaktionsausbeute um 14 % (von 47,5 % auf 54,1 %) gesteigert werden. Auch wurden
sowohl der Umsatz, als auch die Reaktionsselektivitit mittels Druck erhoht.

Unter Beriicksichtigung thermodynamischer und wirtschaftlicher Gréfien wurde eine
allgemeine Kosten-Nutzen-Analyse fiir Hochdruck durchgefiihrt.
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1 Einleitung

Biotechnologie ist unter anderem die Herstellung industriell interessanter Produkte
mittels biologischen Systemen in technischer Umgebung. Diese Disziplin ist langst nicht
mehr in den Kinderschuhen und es werden (je nach Produkt) Reaktorvolumen von 1L
bis iiber 100000 L angewendet [1]. In einer Sammlung umgesetzter Prozesse stellten
Satzreaktoren mit 75 % die deutliche Mehrheit dar [1]. Dies sind Reaktoren, bei welchem
das hergestellte Produkt erst nach einer Zeit entnommen wird. Die restlichen 25 % stellten
kontinuierliche Reaktoren wie Stromungsrohre, Membranreaktoren oder kontinuierlich
arbeitende Satzreaktoren dar. Hier wird das hergestellte Produkt durchgehend entnommen.
Um die Biotechnologie weiter voranzutreiben, sah Woodley einen essentiellen Aspekt
darin, dass kontinuierlich betriebene Reaktortypen verwendet werden [2]. Auch Burek
und Mitarbeiter schrieben, dass hiufig Satzreaktoren zum Einsatz kdmen, welche durch
kontinuierliche Systeme verbessert wiirden [3]. Burek und Mitarbeiter stellten weiter fest,
dass neue Reaktorkonzepte benotigt werden, um die Produktivitit aktueller Prozesse zu
erhohen [3].

Ein solches neues Reaktorkonzept kénnte die Verwendung von Driicken iiber 100 MPa
(1000 bar) sein, da laut Chataigner und Maddaluno Druck in dieser Gréfenordnung selbst
in der dlteren, chemischen Industrie noch nicht vollstdndig beachtet wiirde [4]. Auch
in der Biotechnologie wurde dieses Potential noch nicht entfaltet [5]. Dass Druck die
Reaktionsgeschwindigkeit von reinen Fliissigphasenreaktionen beeinflusst, ist bereits seit
1892 fir die Inversion von Zucker bekannt [6]. Fir Reaktionsgleichgewichte (unabhéngig,
ob es chemische oder enzymatische Reaktionen sind) kann mittels des Prinzips von Le
Chatelier der Einfluss von Parametern auf das Gleichgewicht beschrieben werden [7]. Wenn
mit der Reaktion das molare Volumen der Reaktanten abnimmt, fithrt die Anwendung
von Druck dazu, dass die Konzentration des Produkts im Gleichgewicht erhht ist. Fiir
Gasphasenreaktionen ist dies hinreichend bekannt [8]. Bei Fliissigphasenreaktionen kann
der Einfluss von Druck vernachléssigt werden, sofern kein Hochdruck verwendet wird [9].

Da Wasser die Basis des Lebens ist, finden enzymatische Reaktionen in Fliissigphasen
statt. Um das Potential von Druck zu untersuchen, wurde die (fliisssigphasige) Synthese
von N-Acetylneuraminséure (NeubAc) aus N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) und Pyruvat
(Pyr) gewdhlt (2-zu-1-Reaktion), da hier eine Abnahme des molaren Volumens vermutet
wird.

Im Folgenden wird der Stand der Technik vertieft und in drei Aspekten aufgeteilt:
Die Synthese von Neu5Ac, die Verwendung von Hochdruck sowie die Verwendung von
kontinuierlich arbeitenden Reaktoren.
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1.1 Stand der Technik

Fir die Beschreibung des Stands der Technik werden die drei Aspekte zunéchst einzeln
betrachtet.

Die mathematische Beschreibung der hier angefiihrten Druckeffekte ist in Kapitel 3 zu
finden.

1.1.1 Modellsystem: Synthese von N-Acetylneuraminsaure

NeubAc ist die am meisten vertretene Komponente der Sialinsduren [10-12]. NeuSAc ist
in der Zellmembran lokalisiert, welche durch diese Position mit interzelluldren Signalen
in Verbindung gebracht wurde [10, 13, 14]. Anfanglich wurden Neu5Ac bei der Signal-
iibertragung in Nerven [15] und spéter auch im Hinblick auf Krebs untersucht [16, 17].
Auch Einfliisse auf das Immunsystem konnten festgestellt werden. Zum Beispiel binden
Influenza Viren an der endkettigen Rezeptor-Neu5Ac der Zellmembran [18]. NeubAc tritt
in menschlichen Zellen auf, wodurch nur bestimmte Rotaviren direkt in menschliche Zellen
gelangen [19]. Es wurden Studien durchgefithrt, welche nach méglichen Inhibierungen
suchen, um die Bindung der viralen Proteine an Neu5Ac zu hemmen. Als prominentes
Beispiel seien hier Verdffentlichungen zu den Wechselwirkungen zwischen dem Corona-
Virus (COVID-19) und NeubAc angefiihrt [20, 21]. Einige Autoren untersuchten ebenfalls
die Moglichkeit der Integration von Neu5Ac in Corona-Schnelltests [22]. NeubAc kann
weiter als Ausgangsstoff fiir komplexere Komponenten dienen [10, 23-26]. So ist NeubAc
essentiell fir die Entwicklung von Kleinkindern [27] und wird auch in Medikamenten
verwendet [28, 29]. Durch die Wichtigkeit im Hormon- und Immunsystem stieg der
weltweite Bedarf [25]. Als Lebensmittelzusatz wurde NeubAc 2016 in den Vereinigten
Staaten von Amerika und 2017 in der Européischen Union sowie der Volksrepublik China
zugelassen [30].

Einige Forschergruppen verwendeten Ganzzellkatalyse [31-34], wobei Tao und Mitarbei-
ter in einer Zusammenfassung schrieben, dass dieser Ansatz haufig durch Stofftransport
limitiert wire und deshalb die enzymatische Herstellung produktiver sei [13]. Dennoch
fithrt auch der Ansatz mittels Ganzzellkatalyse zu Patenten [35-37].

Xu und Mitarbeiter verwendeten einen weiteren Ansatz, indem eine Neub5Ac-Lyase auf
Bacillus subtilis Sporen immobilisiert wurde [38].

Die enzymatische Herstellung von Neu5Ac wurde bereits 1960 untersucht [39]. Seit-
dem wurden immer wieder Forschungsarbeiten durchgefiihrt, um diese Komponente
herzustellen, die beteiligten Enzyme zu analysieren [40] oder den Mechanismus zu un-
tersuchen [23]. Die enzymatische Synthese verlduft meist tiber zwei Reaktionsschritte
(Abbildung 1.1 und Abbildung 1.2) und wurde ausfiihrlich untersucht [41-45]. Fiir das
Enzym der ersten Reaktion (Epimerisierung) wurden verschiedene Namen verwendet:
Epimerase, N-Acetylglucosamin 2-epimerase und AGE. In dieser Arbeit wird Epimerase
als Name verwendet werden. Fiir das Enzym der zweiten Reaktion (Aldolreaktion) wurden
ebenfalls unterschiedliche Bezeichnungen verwendet: Aldolase, NANAse, NeubAc-Lyase,
Neuraminidase und NAL. In dieser Arbeit wird der Name Aldolase verwendet.
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HO HO _HNAc
HO 0O Epimerase HO O
HO on ——— HO OH
HNAc
GleNAc ManNAc

Abbildung 1.1: Eine Epimerase katalysiert den ersten Reaktionsschritt.

HO _HNAc 0
HCI)_I &y N )k Aldolase
OH COO~
ManNAc Pyr

NeubAc
Abbildung 1.2: Eine Aldolase katalysiert den zweiten Reaktionsschritt.

Einige Gruppen verwenden eine immobilisierte Epimerase und Aldolase [24, 46, 47],
um die Enzyme in Festbettreaktoren einzusetzen [48].

Viele gefundene Epimerasen sind durch Pyr, welches ein Substrat der Aldolase ist,
inhibiert. Dies reduziert die Reaktionsgeschwindigkeit und stellt eine Limitation dar.
Aus diesem Grund forschen verschiedene Gruppen an Epimerasen, welche weniger stark
durch Pyr inhibiert werden [49, 50]. Eine weitere Limitierung ist die Lage des Reakti-
onsgleichgewichts der ersten Reaktion, da dieses weit auf der Seite von GlcNAc liegt
[50]. In der Literatur werden fiir diese Reaktionssequenz deshalb zwei Losungsansétze
vorgeschlagen: Die Erhohung von Eduktkonzentrationen [51] oder eine Erhéhung des
Substratverhéltnisses [52]. Da die Epimerase durch Pyr inhibiert wird, wirken sich beide
Strategien negativ auf die Reaktionsrate aus.

Ein weiterer Ansatz wurde untersucht, bei welchem weitere Reaktionen hinzuzufiigen
wurden [53, 54].

Aufgrund des Prinzips von Le Chatelier, welches Eingangs erwidhnt wurde, wird die
Verwendung von Hochdruck als weiterer Losungsansatz vermutet, da es sich bei der
zweiten Reaktion um eine 2-zu-1-Reaktion handelt. Makroskopisch betrachtet stellt auch
die gesamte Reaktionssequenz eine 2-zu-1-Reaktion dar.

Abschnitt 1.1.2 beinhaltet unter anderem Ergebnisse von Arbeitsgruppen zur Verschie-
bung von Reaktionsgleichgewichten mittels Druck.

1.1.2 Verwendung von Hochdruck in der Biotechnologie

In der Literatur werden verschiedene Begriffe zur Beschreibung von Druck um 100 MPa
(dies entspricht 1000 bar - dem Wasserdruck in ca. 10000 m Tiefe) benutzt. Einige
Autoren nennen dies ,,Hochdruck® (High-Pressure), andere ,,Ultrahochdruck® (Ultra High-
Pressure). Besonders in Hinblick auf die Lebensmitteltechnologie ist Hochdruck relativ,
da hier teilweise Driicke im GPa-Bereich verwendet werden [55]. So beschreiben einige
Autoren Driicke bis 700 MPa als Hochdruck und ab 700 MPa als Ultra-Hochdruck [55].
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Letztere Beschreibung wird verwendet, um sich von wieder anderen Autoren abzugrenzen,
welche ,,Hochdruck® fiir Driicke um 1 MPa verwenden [56]. Aber auch in der Biotechnologie
werden Werte bis 2 GPa als Hochdruck bezeichnet [4]. Im Rahmen dieser Arbeit wird
,2Hochdruck®“ verwendet werden, um Driicke um 100 MPa zu beschreiben. Driicke bis
10 MPa werden dabei als Niedrigdruck beschrieben (nicht zu verwechseln mit Unterdruck).

Géngig und etabliert ist die Verwendung von mehreren hundert MPa in der Lebensmit-
telindustrie. Hierbei wird der Druck eingesetzt, um unerwiinschte Enzyme oder Bakterien
in Lebensmitteln zu deaktivieren oder abzutéten [57-59]. Diese Technologie ist kommerzi-
ell im Einsatz [60], wodurch grofies Interesse an der Forschung besteht, was sich wiederum
in der Anzahl der Veréffentlichungen verdeutlicht [61, 62]

Autoren, welche Druck verwenden, um Reaktionsraten zu erhéhen anstelle zu sen-
ken, rdumen ein, dass der Grofiteil von Hochdruckanwendungen fiir die Deaktivierung
eingesetzt wird [5]. Hinzu kommt, dass auch in der Lebensmittelverfahrenstechnik Druck-
anwendungen erforscht werden, welche Reaktionen beschleunigen, um zum Beispiel Rei-
fungsprozesse [63] oder die Produktion des Geschmacksverstérkers Inosinmonophosphat
zu beschleunigen [64].

Auch, wenn die deaktivierende Wirkung von Druck prominenter ist, weist Hochdruck
mehrere ,konstruktive* Aspekte auf, welche Enzyme stabilisieren, Reaktionen beschleu-
nigen oder Gleichgewichte verschieben.

Bereits 1892 hatte Rontgen festgestellt, dass Druck chemische Reaktionen beschleunigen
kann [6]. Nur wenige Jahrzehnte spater zeigte Eyring, dass auch die Reaktionsrate von
enzymatisch-katalysierten Reaktionen abhédngig vom Druck ist [65]. Mittels der Theorie
zum Ubergangszustand leitete Eyring einen Zusammenhang zwischen der Reaktionsge-
schwindigkeitskonstante und Druck her [66], welcher auch in aktueller Literatur unter
Eyring-Gleichung bekannt ist [67, 68] und angewandt wird [69-71]. Die Eyring-Gleichung
wurde auch verwendet, um die Abhéingigkeit von mehreren Reaktionsschritten einer
enzymatischen Reaktion vom Druck abzubilden [72].

dln(k)
Jp

Hierbei ist R die ideale Gaskonstante (8,3144... J/mol/K), T die Temperatur (in
K), k die Geschwindigkeitskonstante (variable Einheit), p der Druck (in Pa) und AV*
das Aktivierungsvolumen (in m®/mol). Das Aktivierungsvolumen stellt den Unterschied
im molaren Volumen zwischen Substrat und Ubergangszustand dar. Wahrend AV? in
Gleichung (1.1) als konstant angenommen wird, gibt es auch Berichte, dass es vom
Druck abhéngt [68, 72] und Autoren passen Gleichung (1.1) entsprechend an [73]. Ist
das molare Volumen des Ubergangszustandes geringer als das des Substrates, wird die
Geschwindigkeitskonstante (und damit die Reaktionsrate) durch Druck exponentiell
erhoht. Es wurden auch Enzyme gefunden, bei welchen die Reaktionsrate mit Druck
sinkt [74] oder die Aktivitdt der Enzyme bis zu einem kritischen Druck unbeeinflusst ist
und dann abnimmt [75].

RT( ) = -AVH (1.1)
T

Der Eyring-Gleichung liegt die Annahme zugrunde, dass sich Substrat und Ubergangs-
zustand im Reaktionsgleichgewicht befinden. Die Beschreibung zur Abhéngigkeit zwischen



1.1 Stand der Technik

Reaktionsgleichgewicht und Druck wurde bereits in 1887 formuliert [76] und bildet die
mathematische Beschreibung des Prinzips von Le Chatelier [7].

RT(aln—(K)) - —AV (1.2)
Op T

Mit K als Gleichgewichtskonstante (dimensionslos) und AV als Anderung des molaren
Volumens zwischen Produkt und Substrat (in m?/mol). Auch diese Gleichung wird in
aktueller Literatur verwendet [77-79]. Bereits in den 70er Jahren wurde dieser Effekt von
Andersen und Broe bei einer Fumarase verwendet und mittels 1000 MPa die Lage des
Gleichgewichts verschoben [80]. Wie auch bei der Eyring-Gleichung wurden nicht ideale
Verhalten der Gleichgewichtskonstante gefunden [81].

Durch die Volumenénderung wird die Sensitivitdt zum Druck ausgedriickt. Da diese bei
Flissigphasenreaktionen deutlich kleiner sind als bei Gasphasenreaktionen, wird dieser
Effekt bei niedrigen Driicken héufig vernachléssigt [8, 9]. An dieser Stelle sei angemerkt,
dass der Druck nicht beliebig erhéht werden kann, da auch die Viskositidt des Mediums
mit Druck zunimmt [82], was zu Diffusionslimitierungen fithren kann.

Nicht nur die Reaktion (Geschwindigkeit oder Gleichgewicht) wird durch Druck be-
einflusst, sondern auch die Enzyme selbst. So kann die Struktur [83], Hydrathiille [84]
oder Flexibilitédt [81, 85] beeinflusst werden, was auch zu einer Erhéhten thermischen
Stabilitat fithren kann [5, 86]. Wahrend Berichte reversible Effekte beschrieben haben
[87, 88] wurden auch anhaltende Wirkungen gefunden, welche zu erhohten Aktivitaten
fithren nachdem der Druck wieder reduziert wurde [89]. Zuletzt sei aufgefiihrt, dass auch
die Dichte von Wasser durch Druck beeinflusst werden kann. Literaturdaten zeigen, dass
dieser Effekt bei den angewandten Driicken vernachlassigbar ist (vergleiche Tabelle 3.1)
[90, 91].

Um die in diesem Abschnitt beschriebenen Druckeffekte zu untersuchen wurden verschie-
denste Reaktoren verwendet. Die beiden géngigsten stellen einen unter Druck gesetzten
Satzreaktor [4, 68, 92, 93] oder einen Stopped-Flow-Reactor [70, 78, 94-96] dar. Diese
Reaktoren haben den Nachteil, dass zur Bestimmung des Reaktionsverlaufs mehrere
Reaktoren parallel gestartet und zu verschiedenen Zeitpunkten geoffnet werden [67, 97,
98]. Es gibt Forschungsgruppen, welche einem Festbettreaktor verwenden, bei welchen der
gesamte Aufbau unter Druck steht [68]. Eine weitere Verwendung eines Festbettreaktors
besteht in einem vollstdndig unter Druck gesetztem Umlaufreaktor, in welchem eine
Kolbenpumpe arbeitet [52, 99].

In einem Literatur-Uberblick zu kontinuierlich arbeitenden Reaktoren wird die Moglich-
keit aufgefiihrt, dass Druck in dem Festbettreaktor mittels einer Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC)-Pumpe und einem Riickdruckregler (RDR) aufgebaut wird
[100]. Vergleichbare Aufbauten wurden bei 2,5 MPa [101] oder 10 MPa [102] verwendet.

1.1.3 Kontinuierlich betriebene Reaktoren

Wie eingangs festgestellt, werden kontinuierlich arbeitende Reaktoren deutlich seltener
verwendet als Satzreaktoren. Einige Journale veréffentlichten Sonderausgaben zu kon-
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tinuierlichen Synthesen [103-105] und auch fiir die chemische Katalyse wird weiterhin
grofies Potential gesehen [106, 107].

Eine Herausforderung fiir kontinuierlich arbeitende Reaktoren ist der Riickhalt der
Katalysatoren wohingegen das Reaktionsmedium in den Reaktor eintritt und diesen
verlésst. Eine Art dies zu erreichen ist die Immobilisierung der Enzyme auf Partikeln
[108], die mittels Filter zuriickgehalten werden. Die beiden einfachsten Reaktortypen
stellen der Festbettreaktor und der kontinuierlich arbeitende Riihrkessel dar, welche
gangiges Wissen darstellen und in Lehrbiichern zu finden sind [1, 109, 110]. Eine weitere
Moglichkeit der Enzymretention besteht in der Verwendung eines Membranreaktors, mit
welchem homogen geltste Makromolekiile zuriickgehalten werden. Ein solches System
wurde bereits fiir die Synthese von Neu5Ac verwendet [41]. Auch die Immobilisierung
von Epimerase und Aldolase auf Partikeln wurden bereits verwendet um NeubAc zu
produzieren [24]. In den letzten Jahren wurden durch additive Fertigungsverfahren neben
dem Festbettreaktor auch neuartige Strukturen zur Immobilisierung moglich [111].

1.2 Die Forschungsallianz protP.S.I.

Um die in Abschnitt 1.1 genannten Aspekte zu untersuchen, wurde die Forschungsallianz
protP.S.I. (protein pressure specific activity impact) gegriindet. Diese bestand sowohl aus
industriellen, als auch aus akademischen Arbeitsgruppen und hatte sich zum Ziel gesetzt,
Druck als neuen Prozessparameter zur Produktion im Bereich der Biokatalyse zu erschlie-
Ben. Sowohl die industriellen, wie auch die akademischen Partner waren breit aufgestellt,
um den Einfluss von Druck auf verschiedene Aspekte (von Messsystemen zu Enzymstruk-
turanalyse) zu untersuchen. Geférdert wurde die Allianz durch das Bundesministerium
fiir Bildung und Forschung (BMBF) mit dem Kennzeichen 031B0405A.

In der ersten Projektphase waren folgende Parteien involviert: Das Institut fiir techni-
sche Biokatalyse, das Institut fiir Mehrphasenstromung und das Institut fir Bioprozesse
und Biosysteme der Technischen Universitdt Hamburg, Bio Solve IT, Ingenieurbiiro
Dr.-Ing. Schoop, DESY, EMBL, GALAB Laboratories GmbH (GALAB), Hochschule
Furtwangen, Horiba, Suna-Precision GmbH, PreSens - Precision Sensing GmbH (Projekt-
leitung), Universitat Hamburg, TuTech und SCHAEFER KALK GmbH & Co. KG.

Das in dieser Arbeit bearbeitet Projekt wurde in Zusammenarbeit mit GALAB (Ham-
burg, Deutschland) durchgefiihrt. Verwendet wurde eine Epimerase (EC 5.1.3.8) aus
Pedobacter heparinus und eine Aldolase (EC 4.1.3.3) aus Escherichia coli K12. Bei-
de Enzyme wurden durch GALAB in einem E. coli Stamm BL21(DE3) kloniert und
immobilisiert [112].
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In Kapitel 1 wurde der Stand der Technik verschiedener Bereiche aufgezeigt:
e Der Einsatz von Enzymen zur Synthese von N-Acetylneuraminsidure (NeubAc)
o Die Verwendung von Hochdruck (bis 130 MPa)
e Die Verwendung kontinuierlich arbeitender Reaktoren

Ziel dieser Arbeit ist es zunéchst ein Reaktorsystem zu entwerfen, welches kontinuierlich
arbeitet, zeitgleich Hochdruck im Reaktor aufweist und in welchem NeubAc synthetisiert
werden kann. Das Reaktorsystem ist im Labormafistab umzusetzen, die Verwendung eines
Festbettreaktors zu untersuchen und dieser mit geeigneten Kenngroflen (zum Beispiel
Verweilzeitverteilung) zu charakterisieren.

Mit dem realisierten Reaktor ist anschliefend der Einfluss von Hochdruck auf die
enzymatische Synthese zu untersuchen. Es ist zu untersucht, inwieweit Hochdruck die
Reaktionskinetik oder die Lage des thermodynamischen Gleichgewichts beeinflusst und
so die Produktivitdt erhoht werden kann. Dieser Einfluss ist mittels der kinetischen
Parameter beziehungsweise der Gleichgewichtskonstanten zu quantifizieren. Der Einfluss
von Druck ist dem monetidren Aufwand der Druckerzeugung gegeniiberzustellen, zu
vergleichen und zu diskutieren.

Zur Synthese von Neub5Ac ist eine Reaktionssequenz zu etabliert, welche N-Acetyl-D-glu-
cosamin (GlcNAc) und Pyruvat (Pyr) als Substrat verwendet. Fiir die Reaktionssequenz
soll eine Epimerase (EC 5.1.3.8) aus Pedobacter heparinus und eine Aldolase (EC 4.1.3.3)
aus Escherichia coli K12 verwendet werde. Die Abhéngigkeit von Druck soll sowohl bei
den Einzelreaktionen, als auch der zeitgleich ablaufenden Reaktion analysiert werden.
Diese Ergebnisse sind auf Konsistenz zu prifen.

Der Kooperationspartner GALAB Laboratories GmbH (GALAB) stellt die immobili-
sierten Enzyme, welche zu verwenden sind, bereit.

Folgende Anforderungen werden an den Reaktor gestellt:

1. Variation des Drucks bei konstanter Flussrate moglich

2. Der Druck ist anndhernd konstant (Druckschwankungen kénnen nicht vollstandig
vermieden werden. Maximal soll der Druck aber nur um +5% schwanken.)

3. Einstellung von kurzen® Verweilzeiten (zur Messung der Reaktionsgeschwindigkeit)

'Kurze oder lange Verweilzeiten sind in diesem Kontext relativ und héngen von der Reaktionsgeschwin-
digkeit des Enzyms ab.
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4. Einstellung von langen! Verweilzeiten (zur Messung des Reaktionsgleichgewichts)
oder anderen Mafinahmen, um die Lage des thermodynamischen Gleichgewichts zu
untersuchen



3 Theorie

Dieses Kapitel bildet die Grundlage fir die mathematische Beschreibung des Stands der
Technik ab. Um den Reaktor und die darin ablaufenden Prozesse zu beschreiben, werden
verschiedene Aspekte aufgefithrt. Da es sich um eine enzymatisch-katalysierte Reaktion
handelt, ist eine mathematische Beschreibung der Reaktionskinetik beziehungsweise der
Enzymkinetik notwendig. Thermodynamische Gleichungen beschreiben Grundlegendes
zum Reaktionsgleichgewicht. Das Stromungsverhalten des Reaktors wird mittels der
Verweilzeitverteilung (VZV) beschrieben. Aus der Stromungsmechanik lésst sich zudem
der Druckverlust iiber des Festbett des Reaktors berechnen. Um die Homogenitéat der
Stromung innerhalb des Reaktors, sowie die Vergleichbarkeit verschiedener gepackter
Festbetten sicherzustellen, wird die VZV verwendet. Zuletzt wird der Einfluss von
Hochdruck (der Fokus dieser Arbeit) auf die Enzymkinetik und das Gleichgewicht
beschrieben (zusétzlich zu Gleichung (1.1) und Gleichung (1.2)).

Um den Fortschritt und die Produktivitit der gesamten Reaktionssequenz von N-A-
cetyl-D-glucosamin (GlcNAc) zu N-Acetylneuraminsédure (Neu5Ac) (Abbildung 3.1) zu
beschreiben, wird der Umsatz, die Selektivitat und die Ausbeute verwendet [1]. Es sei
angemerkt, dass bei der betrachteten Reaktion sdmtliche stochiometrischen Koeffizienten
-1 beziehungsweise 1 sind und deshalb in den Gleichungen nicht dargestellt werden.

Der Umsatz beschreibt die relative Menge an Substrat, welche durch die Reaktion
verbraucht wurde und kann iiber die Anderung von Substrat oder Produkt bestimmt
werden. Wenn die Menge an Produkt verwendet wird, miissen sdmtliche gebildete Produkte
(N-Acetyl-D-mannosamin (ManNAc) und NeubAc) verwendet werden.

_ns(0) -ng(t) _ Xnpi(t)
ns(0) ns(0)

Hierbei ist X der Umsatz (dimensionslos), ¢ die Reaktionszeit (in s) und n die Stoffmenge
von Substrat (ng) oder Produkt ¢ (np;) (in mol).

Die Selektivitat ist das Verhéltnis des gewiinschten Produkts j zu sémtlichen gebildeten
Produkten. Anstelle sdmtlicher gebildeter Produkte kann die Menge an reagiertem
Substrat verwendet werden.

X(t) (3.1)

npj(t)  np;(t)

S(t) = Yinpi(t) ns(0)-ng(t)

(3.2)

+Pyr
GlcNAc ~— ManNAc —=—— NeubAc

Abbildung 3.1: Reaktionsschema der Reaktionssequenz.



3 Theorie

Mit S als Selektivitat (dimensionslos). Fiir die vorliegende Reaktion stellt NeubAc das
Produkt und ManNAc ein Nebenprodukt dar.

Die Ausbeute ist das Verhéltnis von dem (gewiinschten) Produkt zum eingesetzten
Substrat und kann auch iiber Umsatz und Selektivitidt berechnet werden.

Y(t) = %(g)) - X(t)-S(t) (3.3)

Dabei ist Y die Ausbeute (dimensionslos).

3.1 Reaktionskinetik

Die Reaktionskinetik beschreibt im Allgemeinen die Abhéngigkeit der Reaktionsge-
schwindigkeit oder -rate von den vorliegenden Bedingungen. Dabei ist wesentlich, wie
die Reaktionsgeschwindigkeit von der Edukt- oder Substratkonzentration abhéingt. Die
Reaktionsrate wird dazu verwendet, den Verlauf der an der Reaktion beteiligten Spe-
zies vorherzusagen. Dabei wird folgende Differentialgleichung aufgestellt, welche die
Reaktionsrate beinhaltet:

de;

o = &iv(et, TopH,...) (3.4)

Hierbei ist ¢; die Konzentration der Spezies i (in mol/m?), & der stochiometrische
Koeffizient der Komponente 7 (dimensionslos), v die Reaktionsrate (in mol/m3/s), c als
simtliche vorliegende Konzentrationen (in mol/m?), pH der pH-Wert (dimensionslos).
Abbildung 3.2 zeigt exemplarisch einen Verlauf der Eduktkonzentration iiber die Zeit. Je
nach Reaktionskinetik weist dieser Verlauf unterschiedliche Formen auf.

Fiir Elementarreaktionen (Reaktionen, die nicht weiter unterteilt werden kénnen) gilt
[7, 8]:

v=k-]] CL&| (3.5)

Konzentration

Zeit

Abbildung 3.2: Substratkonzentration einer Reaktion iiber der Zeit.
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k1 ko
o ES

E+S

E+P

Abbildung 3.3: Reaktionsschema nach Michaelis und Menten. k; (in m®/mol/s), k_; (in
1/s) und k2 (in 1/s) sind Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten.

3.1.1 Enzymkinetik nach Michaelis-Menten

Selbst iiber 100 Jahre nach der ersten Verdffentlichung [113] wird die Theorie von
Michaelis und Menten auch heute noch in der Literatur aufgefiihrt und zur Beschreibung
von Reaktionskinetiken verwendet [1, 114-116]. Da die Arbeit von Henry Anfang des 20.
Jahrhunderts als Basis fiir die Theorie gilt, wird auch von der Henry-Michaelis-Menten-
Gleichung gesprochen [117].

Die Theorie beschreibt wie die Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
abhéngt. Hierbei bindet das Substrat (S) zunéchst an das aktive Zentrum des Enzyms (E)
und bildet den Enzymsubstratkomplex (FE.S). Dieser Prozess ist reversibel. Das Substrat
im Enzymsubstratkomplex wird dann zu dem Produkt umgewandelt und es bildet sich
der Produktenzymkomplex (EP) von welchem das Produkt (P) irreversibel abgespalten
wird. Hierbei ist die Annahme, dass die Bildung von EP deutlich schneller ist, sodass
ES und EP effektiv zu einem Zustand zusammengefasst werden kénnen. Abbildung 3.3
zeigt das resultierende Reaktionsschema.

Unter der Annahme, dass Gleichung (3.5) angewandt werden kann und dass sich der
Enzymsubstratkomplex im Gleichgewicht mit dem Substrat und dem Enzym befindet,
wurde folgende Gleichung hergeleitet:

Umazx - CS
/l) -

= 3.6
KM+CS ( )

Mit Ve als maximale Reaktionsrate (in mol/m3/s) und K, als Michaelis-Menten-
Konstante (in mol/m?).

Die maximale Reaktionsrate vy,q, liegt vor, wenn sdmtliche Enzyme als Enzymsub-
stratkomplex gebunden sind. Die Reaktionsrate der Reaktion ist in diesem Fall:

v="k2 CE0 = Umax (3.7)

Mit cp g als initiale Enzymkonzentration (in mol/m?).

Somit hangt vy,q, sowohl von den kinetischen Eigenschaften des Enzymes (k2) als auch
von der Betriebsweise des Reaktors beziehungsweise der eingesetzten Enzymkonzentration
(cE,0) ab. Aus diesem Grund wird die maximale spezifische Aktivitat agp mqz eingefiihrt.

mol mol]l, [ g
Umazx [E:I = Osp,max I:E:I CE I:E:I (38)
Die Massenkonzentration der Enzyme im Reaktor ist ¢z (in g/m?3) und Aspmaz als

maximale spezifische Aktivitat (in mol/s/g).

_ Qspmaz * CE-Cs
KM + Cg

(%

(3.9)

11
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Umar F-------------=---—-----------

Umax / 2r-----—

cs

Abbildung 3.4: Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
(nach Michaelis-Menten).

Eine weit verbreitete Angabe, wenn auch keine SI-Einheit, der spezifischen Aktivitit ist
U/g. U steht hierbei fir pgmol/min [118].

Die Definition der Michaelis-Menten-Konstante K, ist laut der Theorie von Michaelis
und Menten die Gleichgewichtskonstante der Substratbindung (E + S = ES) [113].
Spéter wurde auch von Briggs und Haldane unter der Annahme eines Fliefigleichgewichts
Gleichung (3.6) hergeleitet [119]. In diesem Fall wird K iiber Geschwindigkeitskonstanten
berechnet:

_ kLl + /{32
o

Die Annahme des Flie3gleichgewichts wird laut Cornish-Bowden im Allgemeinen als
korrekt angenommen [117]. K wird auch als Ma$ fiir die Affinitdt des Substrates zum
Enzym genommen [109, 120]. Dabei bedeuten kleiner Werte von K s eine hohere Affinitét.

Abbildung 3.4 zeigt grafisch wie die Reaktionsrate von der Substratkonzentration
abhingt.

Die Reaktionsgeschwindigkeit strebt asymptotisch gegen v, Anschaulich betrachtet
ist dies der Punkt, an welchem alle Enzyme durchgehend mit Substrat gesattigt sind und
die Reaktion katalysieren.

Im Falle, dass die Reaktionsgeschwindigkeit durch einen Stoff reduziert wird, wird
von Inhibierung gesprochen [116]. Diese Molekiile kénnen zum Beispiel an das Enzym
binden, bevor das Substrat bindet und so die Substratbindung verhindern (vergleiche
Abbildung 3.5).

K7 wird als Inhibierungskonstante fiir den Inhibitor (in mol/m?) eingefiihrt und wird
iiber die Geschwindigkeitskonstanten beziehungsweise die Gleichgewichtskonstante der
Reaktion definiert.

Kum (3.10)

K= R e (3.11)
k3 CEI

Mit k3 (in m3/mol/s) und k_3 (in 1/s) als Geschwindigkeitskonstanten, c; als Inhibitor-
konzentration (in mol/m?) und cg; als Konzentration des Inhibitorenzymkomplexes (in
mol/m?).

12
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k1 ko
E + S 3 ES E+P
+ -1
I
k_s|| ks
EI

Abbildung 3.5: Erweiterung des Reaktionsschema nach Michaelis-Menten im Falle einer
kompetitiven Inhibierung [1, 116].

Gleichung (3.6) wird entsprechend angepasst [116, 118]:

v=—maz’CS (3.12)
Ky - (1 + IC(_II) +Cg

Die Bestimmung der Parameter wurde frither durch eine Linearisierung von Glei-
chung (3.6) und anschlieBender grafischer Auswertung erreicht. Modern werden die
Parameter mittels nicht-linearer Regression berechnet [118].

Diese kinetischen Parameter stellen den Schliissel fiir die Beschreibung der Reakti-
onskinetik (und damit die Auslegung von Reaktoren) dar. Thre Wichtigkeit und die
Beschreibung der Parameter kann deshalb nicht unterschlagen werden. Beispielhaft
sei hier die Enzymdatenbank BRENDA angefiihrt, welche unter anderem kinetische
Parameter auffiihrt und ihre Eintrdge aus Fachliteratur bezieht [121].

Zuletzt seien Alternativen zum Geschwindigkeitsausdruck von Michaelis-Menten aufge-
fiihrt. Johnson empfiehlt einen Umstieg auf einen Geschwindigkeitsausdruck durch keq;
und kgp = keqt/ K, da der zweite Parameter (kgp) aussagekriftiger sei [122].

ksp-cs

1+—’,§§£ cg

(3.13)

Johnson schreibt dazu auch, dass die Berechnung der Parameter direkt bei der Regression
angepasst werden und kgp nicht aus zuvor bestimmten k.,; und Kj; berechnet werden
solle.

Da die Aldolase eine 2-zu-1-Reaktion katalysiert ist dieses Vorgehen nur begrenzt
umsetzbar, da zwei verschiedene Kj; Werte vorhanden sind (Abschnitt 3.1.3).

Andere Autoren empfehlen anstelle der Verwendung von Konzentrationen die Nutzung
der thermodynamischen Mischungsaktivitiat [123, 124]

3.1.2 Kinetik der Epimerase

Um die mathematische Gleichung der Reaktionsrate aufzustellen, muss der Mechanismus
der Reaktion bekannt sein [7]. Wang und Mitarbeiter haben 2016 eine Epimerase aus
Pedobacter heparinus untersucht und einen Mechanismus aufgrund von Kernspinresonanz

13
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(NMR)-Ergebnissen vorgeschlagen, welcher an den Aminosduren Glutaminsdure und
Arginin stattfindet, welche auch im aktiven Zentrum vieler anderer Epimerasen zu finden
seien [125].

Andere Arbeitsgruppen konnten zuvor erfolgreich Gleichung (3.14) verwenden, um
die Reaktionsrate zu beschreiben [42, 50]. Hierbei wurden Inhibierungen durch Pyruvat
(Pyr) und Neub5Ac festgestellt.

— <«
PSR <« B Ve
max KG max KM
M M

(3.14)

Tl
K]W KM KM K]W

Hierbei ist Upnqe die maximale Reaktionsgeschwindigkeit der Hinreaktion (in mol/m?/s),
Umas die der Riickreaktion (in mol/m?3/s), cg die Konzentration von GleNAc, ¢y die
von ManNAc, cp die von Pyr und ey die von Neu5Ac (in mol/m?®) und K](\}’M’P’N die
entsprechende Michaelis-Menten-Konstante (in mol/m?).

Viele Epimerasen benotigen die Anwesenheit von Adenosin triphosphat (ATP) [24,
49] und MgCl, [47], weshalb diese Stoffe der Reaktion zugesetzt werden miissen. Kragl

zeigte, dass die Reaktionsrate ab 1 mM ATP und 1 mM MgCls konstant war [41]. Werden
hohere Konzentrationen verwendet, ist die Reaktionsrate unabhingig von diesen.

3.1.3 Kinetik der Aldolase

Es ist seit lingerem bekannt, dass der Reaktionsmechanismus der Aldolase mittels eines
geordneten bi-uni-Mechanismus beschrieben werden kann [41, 42, 126, 127]. Hierbei
bindet Pyr zuerst an das aktive Zentrum der Aldolase und ManNAc bindet anschlieffend.
Andere Gruppen untersuchen die exakten Aminosiduren, welche das aktive Zentrum des
Enzyms bilden [51, 127].

Fir ,steady-state“ geordnete 2-zu-1-Reaktionen wurde von Cleland mittels der Metho-
dik von King und Altman ein Geschwindigkeitsausdruck hergeleitet [128], welcher von
verschiedenen Arbeiten fiir eine Aldolase adaptiert und modifiziert wurde [41, 42]. Ande-
rungen der Reaktionsrate aufgrund von erhohter Viskositat werden durch die Erweiterung
mittels eines Korrekturparameters (¢, bzw. K,) abgebildet.

— «—
) CM CpP _ CN
max P M max N
v=c i att (3.15)
S cp K IICI'CM cM-Cp cN CN-CM '
1+ & + MM

+ + +
P P M P M N M. 7N
Ky KKy KKy Ky KKy

Mit ¢, als Korrekturparameter (dimensionslos), K} als Inhibierungskonstante fiir Pyr
(in mol/m?3) und KM als Inhibierungskonstante fiir ManNAc (in mol/m?).

1
ey = ——— (3.16)
n 1+ Z]?z,o

K, stellt einen Korrekturparameter dar.
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Groher und Hoelsch verglichen in ihrer Arbeit den ,steady-state“-Ansatz mit einem
neuen ,rapid-equilibrium“-Ansatz. Deren Ergebnisse wiesen auf einen ,,rapid-equilibrium-
Mechanismus hin [43], welcher von spéteren Arbeiten adaptiert wurde [50].

Im ,steady-state“-Ansatz wird die Gleichung fiir die Reaktionsrate mittels der An-
nahme hergeleitet, dass sich der Enzymsubstratkomplex im Flieigleichgewicht befindet
(dcﬂ = 0), wahrend bei der Herleitung mittels des ,rapid-equilibrium“-Ansatzes ein

dt
thermodynamisches Gleichgewicht angenommen wird [41].

{))ma:p Iiv_l\f/[}?; - Zmax ;_NN
v= 1+C_PM+ e +C_NM (3.17)
Ky~ KnKy o Ky

Die Riickreaktion ist in Gleichungen (3.15) und (3.17) identisch. Sind die Konzentra-

tionen von ManNAc und Pyr null, vereinfachen sich beide Gleichungen zum Ansatz von

Michaelis-Menten (Gleichung (3.6)), welcher auch von einigen Autoren verwendet wird
[127].

Andere Autoren verwenden einen Michaelis-Menten-Ansatz mit zwei Substraten auch

fur die Hinreaktion [44]. Der Geschwindigkeitsausdruck aus zwei Michaelis-Menten-Termen

ist identisch zu dem, welcher bei zufilliger Bindungsreihenfolge erhalten wird [115].

CM Ccp
V= Upaz - . (3.18)
KM v ey Kb +cp

3.1.4 Immobilisierung von Enzymen auf einem Trager

Da in dieser Arbeit ein Festbettreaktor verwendet werden soll, musste die Zuriickhaltung
der Enzyme im Reaktor gewahrleistet sein. Bei Festbettreaktoren ist die Immobilisierung
der Enzyme auf Partikeln etabliert [110]. Aus diesem Grund wurden beide Enzyme
kovalent auf Tragern gebunden [112].

Zwar ist es wiinschenswert, dass alle Partikel die selben Eigenschaften wie Gréfle oder
Oberflache haben, héufig muss aber die PartikelgroBenverteilung beriicksichtigt werden
[129]. Die Dichteverteilung (g(dpq,)) beschreibt, wie hoch der Anteil (Q(d;)) an Partikel
kleiner als der Durchmesser d; ist [129].

Q(dl) = Adl Q(dPar)ddPar (319)

Mit @ als Summenverteilung (dimensionslos), dpg, dem Durchmesser der Partikel (in
m), d; als obere Grenze einer Partikelklasse (in m) und ¢ als Dichteverteilung (in 1/m).

Wurden die Partikel in verschiedene Kategorien klassifiziert, gibt es verschiedene Mo6g-
lichkeiten, diese zu gewichten. Beispielhaft seien hier die Anzahl- und die Massenverteilung
angebracht [129].

Bei der Anzahlverteilung (qo(dpqar)) werden die Partikel in den verschiedenen Durch-
messerklassen gezdhlt. Hier ist ein kleiner Partikel gleich einem groflem Partikel gewichtet.

Bei der Massenverteilung (¢3(dpq,)) wird der Anteil der Partikelklassen an der Gesamt-
masse bestimmt. Ein groflier Partikel beinhaltet hier mehr Masse als ein kleiner Partikel
und wird deshalb stéarker gewichtet. Die Einheit ist bei beiden Dichteverteilungen 1/m.
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3.1.5 Diffusionslimitierung

Neben der Stoffumwandlung vom Substrat zum Produkt am Enzym treten Diffusionsef-
fekte auf [8]. Diese bestehen darin, dass das Substrat zunéchst durch die Grenzschicht
zum Katalysator diffundieren muss [130]. Hauptséchlich wird zwischen Film- und Poren-
diffusion unterschieden [130].

Sollte die Film- oder Porendiffusion des Substrats zum Enzym langsamer als die Reak-
tionsrate sein, wird von einer Diffusionslimitierung gesprochen. In diesem Fall wird eine
scheinbare Reaktionsrate beobachtet, welche sich von der Rate unterscheidet, welche ohne
Diffusionslimitierung vorliegt. Dabei iiberlagern sich Diffusions- und Reaktionseffekte.

Um den Effekt von Druck auf die Reaktionsrate isoliert zu untersuchen, muss deshalb
eine Diffusionslimitierung ausgeschlossen werden.

Porendiffusion

Die Porendiffusion beschreibt die Diffusion des Substrats innerhalb der Poren der Partikel.
Zur mathematischen Beschreibung von Porendiffusion ist das Thiele-Modul sowohl in
der chemischen Katalyse [8, 131], als auch in der Biotechnologie etabliert [132]. Mit dem
Thiele-Modul kann der Porenwirkungsgrad berechnet werden, welcher die Reduktion der
zu beobachtenden Reaktionsrate aufgrund von Diffusion beschreibt. Das Thiele-Modul
ist dabei abhéngig von der Reaktionsordnung.

Lpgr % 1. Ordnung

® ={ Lpgry /ﬁ 0. Ordnung (3.20)

v - ___ Ymaz :
Lpary /D~cs,w = Lpary /(K]M"'CS,oo)'D allgemein

Hierbei steht @ fiir das Thiele-Modul (dimensionslos), Lp,, fiir die charakteristische
Linge der Partikel (in m), D fiir den Diffusionskoeffizienten (in m?/s), cgeo fiir die
Substratkonzentration im Medium unendlich weit vom Partikel entfernt (in mol/m?).
Das Thiele-Modul héngt auch von der Geometrie der Partikel ab. Fiir Gleichung (3.20)
wurden kugelférmige Trager angenommen.

Anders als bei Gasen, bei welchen der Diffusionskoeffizient vom Druck abhéngt, wird
der Koeffizient in Fliissigkeiten durch die Stokes-Einstein-Gleichung beschrieben [133].

T
p-_te (3.21)
31.nRy

Mit kp als Boltzmann-Konstante (1,381 ... J/K), 7, als Kreiszahl, n als dynamische
Viskositéat (in Pas) und Ry als den hydrodynamischen Radius der Teilchen, die diffundieren
(in m).

Da das Thiele-Modul proportional zum Durchmesser der Partikel ist, kann der Effekt
der Porendiffusion durch Zerkleinern der Partikel reduziert werden [130].
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Filmdiffusion

Bei der Filmdiffusion ist die Stréomungsgrenzschicht um die Partikel entscheidend. Aus
diesem Grund héngt die beobachtete Reaktionsrate in diesem Fall unter anderem von
der Stromungsgeschwindigkeit ab [8].

Mit ausreichend hoher Stromungsgeschwindigkeit wird die Grenzschicht diinn und
damit der Konzentrationsgradient ausreichend hoch, um die Filmdiffusion zu erhéhen
[130]. Experimentell wird mittels dieses Effekts auf Filmdiffusionslimitierung getestet:
Die Stromungsgeschwindigkeit wird variiert und die Reaktionsrate vermessen.

3.2 Thermodynamisches Gleichgewicht
Die Lage des thermodynamischen Gleichgewichts fiir folgende Reaktion
[€al A+[¢8] B = || C + [¢p| D (3.22)

wird mittels der Gleichgewichtskonstanten K, (dimensionslos) charakterisiert und tiber
die Mischungsakvititdten der Reaktanten berechnet [7-9, 134].

K,=[]a} (3.23)

Mit a; als Aktivitdt von Komponente i in der Mischung (dimensionslos). Hierbei ist die
Konvention, dass Substrate/Edukte negative stochiometrische Faktoren &; aufweisen.
Die Aktivitat jeder Komponente wird dabei iber den Aktivitatskoeffizienten und den
Molenbruch berechnet:
i ="YXy (3.24)

Mit ~; als Aktivitatskoeffizienten (dimensionslos) und x; als Molenbruch (dimensionslos).

Analog zu Gleichung (3.23) werden auch Gleichgewichtskonstanten iiber die Molen-
briiche (K,), Aktivitdtskoeffizienten (K ), Fugazitidten (Kf), Molalitdten (K,,) oder
Konzentrationen (K.) definiert. K. weist durch die Berechnung iiber Konzentrationen als
einzige eine Einheit auf, wenn die Anzahl an Substraten und Produkten unterschiedlich
ist (z.B. bei einer 2-zu-1 oder 1-zu-2-Reaktion). Thermodynamisch betrachtet ist jedoch
nur K, die Gleichgewichtskonstante einer Reaktion.

Die verschiedenen Definitionen der Konstanten kénnen in Beziehung gesetzt werden,
wenn die Aktivitdt in Abhéngigkeit von Aktivitdtskoeffizienten, Molenbriichen oder
Konzentrationen ausgedriickt wird. Der Molenbruch z; der Reaktanten kann iiber die
Konzentrationen berechnet werden:

Ci

- 3.25
SN, (3.25)

L

Mit N als Anzahl der vorliegenden Spezies (dimensionslos).

Die Konzentration von Wasser betrigt 55,5 mol/L und die Konzentration von anderen
Komponenten betrugen in dieser Arbeit maximal 1 mol/L. Somit ist Zév ¢; anndhernd
konstant und die Aktivitdtskoeffizienten wurden wegen der niedrigen Konzentration
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mit 1 approximiert. Somit folgt, dass die Gleichgewichtskonstante proportional zu der
konzentrationenbasierten Gleichgewichtskonstante ist.

Ko= K, K, =]]a% o [] & (3.26)
—— ——
~1 K.

Denbigh schrieb explizit, dass die Abhéngigkeiten von Druck und Temperatur beibe-
halten werden, wenn K, verwendet wird [134]. Bei dem selben Losungsmittel ist die
Molalitét proportional zur Konzentration [7].

In dieser Arbeit wird mit Konzentrationen gearbeitet und die Gleichgewichtskonstante
deshalb {iber die Konzentrationen bestimmt.

Die konzentrationenbasierte Gleichgewichtskonstante macht deutlich, wie der Zusam-
menhang der Konzentrationen der Realtanten und K. ist: Ist ein System im Gleichgewicht
und sind 0,5mol/L Produkt und 2mol/L Substrat vorzufinden, gilt K. = 0,25. Ist die
Zusammensetzung hingegen 3 mol/L Produkt und 0,2 mol/L Substrat, ist K. = 15. Die
Knallgasreaktion besitzt Vollumsatz und eine Gleichgewichtskonstante von 11010 [135].

Somit ist die konzentrationsbasierte Gleichgewichtskonstante fiir die Epimerisierung:

M
KEpi =

’ (3.27)
CG |Gleichgewicht

Mit Kgp; als konzentrationsbasierte Gleichgewichtskonstante der Epimerisierung (dimen-
sionslos). Und fiir die Aldol-Reaktion:

CN
CM - Cp

K 1dol = (3.28)

Gleichgewicht
Mit K440 als konzentrationsbasierte Gleichgewichtskonstante der Aldol-Reaktion (in
m?/mol).

Entsprechend kann ein Gleichgewichtsumsatz eingefithrt werden. Im Falle der Epimerase
héngt dieser nicht von der Startkonzentration der Substrate ab.

cq,0 - Xaaw
cgo- (1-Xaow)

Kgpi = (3.29)

Mit Xgew als Gleichgewichtsumsatz (dimensionslos) und cg ¢ als Startkonzentration
von GlecNAc (in mol/m?). Der Gleichgewichtsumsatz kann direkt mittels der Gleichge-
wichtskonstanten bestimmt werden:

Xoaw = — 2 (3.30)

Im Falle der Aldol-Reaktion verbleiben die Startkonzentrationen in der Gleichung.
Fir Gleichung (3.31) wurde angenommen, dass die Konzentration von Pyr hoéher als
die von ManNAc ist. Somit ist ManNAc die limitierende Komponente und der Umsatz
entsprechend durch die Konzentration von ManNAc berechnet.
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emyo - Xaaw
emyo - (1= Xaaw) - (epo — emoXaaw)

K atdor = (3.31)

Mit ey als Startkonzentration von ManNAc (in mol/m?), cp o als Startkonzentration
von Pyr (in mol/m?). Das Verhiltnis der Startkonzentrationen von Pyr zu ManNAc wird
im Folgenden o genannt.

a=E20 (3.32)

CM,0
Mit « als eingesetztes Substratverhéltnis (dimensionslos). Das Umformen von Glei-
chung (3.31) liefert zwei Losungen, wovon eine verworfen wird, da fiir diese Losung der
Umsatz grofler als 1 wéire.

2
lto+—L ltar L
oM, 0K Aldol em,0K Aldot —

2 2

Xaow = (3.33)

Gleichung (3.31) kann auch umgestellt werden, um das Verhéltnis der Substrate zu
bestimmen, wenn ein bestimmter Gleichgewichtsumsatz (bei gegebenem K) gefordert ist:

Xeaw

a =
(1 - Xaaw)em,0K aidol

+ Xaaw (3.34)

Da K das Verhéltnis der Konzentrationen der Reaktanten nach unendlich langer
Zeit darstellt, kann das Verhéltnis iiber den Reaktionsverlauf berechnet werden. Dieses
Verhéltnis strebt gegen K.

Cp(t)
cs(t)

k(t) = mit tlim k(t) = K. (3.35)

Mit cp als Produktkonzentration (ggf. mehrere) (in mol/m?) und cg als Substratkonzen-
tration (ggf. mehrere) (in mol/m3).

3.2.1 Zusammenhang zu kinetischen Parametern - Haldane-Beziehung

Im thermodynamischen Gleichgewicht ist die Reaktionsrate der Hinreaktion und Riickre-
aktion identisch. Aus diesem Grund kann die Lage des Gleichgewichts aus der Reaktions-
kinetik bestimmt werden.

kn,
Ky
Wenn das System im Gleichgewicht ist, ist die globale Reaktionsrate 0:

A + B

C + D (3.36)

V=Kp CAc0 " CBroo = kr* CClo0 " CD,0o = 0 (3.37)

k oo © (o)
Bh _ S0 D> _ g (3.38)

k. CA,00 " CB,c0
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Ein dhnliches Vorgehen ist auch bei enzymkatalysierten Reaktionen moglich. Der
Zusammenhang zwischen v,4, und Kjs (jeweils Hin- und Riickreaktion) wird Haldane-
Beziehung genannt [115].

Kwmp

3.39
Kurs (3.39)

K = %

;max

Mit Ky s als Michaelis-Menten-Konstante des Substrates (in mol/m3) und Ky, p als
Michaelis-Menten-Konstante des Produktes (in mol/m?).

Fiir die Herleitung wird der Reaktionsmechanismus ausgeschrieben und die Gleich-
gewichtskonstante entsprechend aus den zwei Einzelreaktionen zusammengesetzt (Glei-
chung (3.45)) und Gleichung (3.38) verwendet. Die eigentliche Reaktion von Substrat
zu Produkt im Enzymkomplex ist hinreichend schnell, sodass ES und EP zu einem
Enzymkomplex (EX) zusammengefasst werden.

k1 ko
k-1 EX k_o
Die Gleichgewichtskonstante einer Reaktionssequenz kann iiber das Produkt der Gleich-

gewichtskonstanten der einzelnen Reaktionsschritte berechnet werden:

E+S E+ P (3.40)

K=t .22 (3.41)

Gleichung (3.41) wird um k_; + k2 und cg o erweitert um Kj; beziehungsweise vpqq
einzusetzen.

koo +k
Kyg = 112 (3.42a)
k1
koo +k
Kup = 11;2 2 (3.42b)

Somit folgt:

VUmazx

———
KMJD ' ko EE,Q :M ki ) ﬁGlgAlK
Kus k-1-erg koo Foa+ko ko
——

«—

(3.43)

VUmaz

Da es sich bei der Epimerisierung um eine 1-zu-1-Reaktion handelt, kann die Haldane-
Beziehung direkt angewandt werden.

Bei der Aldol-Reaktion kann die Haldane-Beziehung ermittelt werden, indem der Zé&hler
des Geschwindigkeitsausdrucks (Gleichung (3.17)) gleich 0 gesetzt wird [43].

p N
Vmaz Ky

Kol = = 7,5 (3.44)
Vmax K210
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3.3 Festbettreaktor

3.2.2 Gekoppelte Reaktionen

Allgemein ist es moglich, die Gleichgewichtskonstante einer Folgereaktion durch das
Produkt der Gleichgewichtskonstanten der Einzelreaktionen zu berechnen. Fiir das
vorliegende System bedeutet dies, dass die Gleichgewichtskonstante der gekoppelten
Reaktion tiber GlcNAc, Pyr und NeubAc berechnet wird. Dieser Ansatz wurde bei dem
betrachtetem System bereits verwendet [41].

K atdot

+Pyr
GlcNAc ~——=— ManNAc ——— NeubAc (3.45)

Kpgp;

CN

ngs = KEpi : KAldol = (346)

CMCP |Gleichgewicht

Mit K,es als Gleichgewichtskonstante der gesamten Reaktionssequenz (in m?/mol).

3.3 Festbettreaktor

Makroskopisch betrachtet dhneln Festbettreaktoren Stromungsrohren. So kénnen Mas-
senbilanzen von Strémungsrohren mit einigen Anpassungen auch fiir Festbettreaktoren
verwendet werden. Ein wichtiger Unterschied ist die Tatsache, dass im Festbettreaktor
eine weitere Phase vorliegt, welche mit dem Fluid (den Fluiden) interagiert. Abbildung 3.6
zeigt schematisch das Innere eines solchen Reaktors. Angemerkt sei, dass bei industriell
eingesetzten Festbettreaktoren der Radius des Reaktors in der Regel deutlich gréfler als
der Radius der Partikel ist, um Randeffekte in der Ndhe der Reaktorwand zu vermeiden
und Partikel zu verwenden, die dhnlich grof} sind.

Wie Stromungsrohre, arbeiten Festbettreaktoren in der Regel stationér, was beschreibt,
dass keine Anderung mit der Zeit existiert. Zudem wird die Strémung durch den Reaktor
mit dem Volumenstrom V/ (beziehungsweise der Stromungsgeschwindigkeit w) beschrieben
[136]. Zusétzlich muss auch die Porositét des Festbettes (das Volumen zwischen den
Partikeln) beachtet werden, da das Festbett keine homogene Phase im Reaktor bildet [137,
138]. Aus diesem Grund kann es in Festbettreaktoren zu sogenannter Randgéingigkeit
kommen. Hierbei sinkt der volumetrische Anteil an Partikeln nahe der Wand und die
Stromung ist durch den geringeren Widerstand schneller [138, 139]. Mittels Simulation
und Messung wurde von Reyneke und Du Toit festgestellt, dass das Fluid am Rand des
Reaktors bis zu dreifach schneller flieit als in der Mitte [139].

Die Porositdt des Festbettes ist nicht mit der Porositdt der einzelnen Partikel zu
verwechseln, welche die Struktur des Materials und Leerrdume innerhalb des Partikels
beschreibt. In einem Festbett fiillt das Fluid sowohl das Volumen zwischen den einzelnen
Partikeln, als auch das Volumen innerhalb dieser aus.

Der volumetrische Anteil des Fluids ist das Verhéltnis zwischen dem Volumen, welches
durch das Fluid eingenommen werden kann bezogen auf das Volumen des gesamten
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3 Theorie

Abbildung 3.6: Unregelméfige Schiittung eines Festbettes bestehend aus unterschiedlich
groflen Partikeln.

Reaktors. v
Fluid
vp= ——— 3.47
! VRea ( )
Mit v als volumetrischen Anteil des Fluids (dimensionslos), Viyyiq als Volumen vom Fluid
(in m?®) und Vge, als Volumen des Reaktors (in m?). Entsprechend ist der volumetrische
Anteil des Feststoffes:

v, = VKat (3.48)
VRea

Mit v4 als volumetrischer Anteil des Feststoffes (dimensionslos) und Vi, als Volumen
vom Katalysator (in m?).

Randgéngigkeit kann unter anderem iiber der Vermessung der VZV festgestellt werden
(Abschnitt 3.3.1).

Um Reaktionen im Festbettreaktor zu beschreiben, wird im Folgenden die Stromung
als homogen angenommen (Herleitung siche Anhang C.2). Mittels einer Molbilanz wird
die Anderungsrate der Konzentrationen mit Reaktionsrate und Parametern zur Strémung
(V beziehungsweise w) verbunden:

% e é e ACVVf
Mit w als Stromungsgeschwindigkeit (in m/s), A, als Querschnittsfliche des Reaktors
(in m?) und V als Volumenstrom des Fluids (in m3/s). Wird Gleichung (3.49) gelost,
ergeben sich Konzentrationsprofile iiber die Lange des Reaktors, welche entsprechend
von der Stromungsgeschwindigkeit abhédngen (Abbildung 3.7).

Deutlich zu erkennen sind mehrere Phénomene:

(3.49)

o Bei hohen Flussraten/kleinen Verweilzeiten nimmt die Konzentration des Substrats
anndhernd linear mit dem Ort ab
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Konzentration

—_— Reaktor

Abbildung 3.7: Konzentrationsverlauf tiber die Linge des Reaktors. Mit zunehmender
Stromungsgeschwindigkeit (3w > w > w/3) nimmt die Verweilzeit des Fluids ab, wodurch das
Substrat schneller aus dem Reaktor ausgetragen wird.

¢ Bei niedrigen Flussraten haben die Reaktanten im Fluid geniigend Zeit um das
Reaktionsgleichgewicht zu erreichen

o Bei niedrigen Flussraten andert sich die Konzentration ab einem Punkt im Reaktor
nicht mehr. Anderungen im Reaktor (z.B. Deaktivierung der Enzyme) verschieben
zwar diesen Punkt, die austretenden Konzentrationen sind jedoch identisch und die
Reaktion erscheint unbeeinflusst.

Kontinuierlich arbeitende Reaktoren werden héufig iiber die Raum-Zeit-Ausbeute
(RZA) charakterisiert [1, 140]. Diese wird iiber den austretenden Massenstrom des
Produktes, sowie das Reaktionsvolumen bestimmt [141].

mp

MRZA = (3.50)

VRea

Hierbei steht nrza fiir die Raum-Zeit-Ausbeute (in kg/s/m?) und 7 p fiir den Massenstrom
des Produkts (in kg/s), welcher aus dem Reaktor austritt.

3.3.1 Verweilzeitverteilung

Ahnlich wie die PartikelgroBenverteilung, ist auch die Verweilzeitverteilung (VZV) des
Reaktors zu beriicksichtigen [8]. VZV sind in der chemischen Industrie hinreichend unter-
sucht und in géngiger Literatur zu finden [8, 131]. Der einfachste Ansatz ist anzunehmen,
dass alle Fluidelemente den Reaktor gleich schnell durchstrémen und nach der selben
Verweilzeit verlassen. Daraus ergibt sich die hydrodynamische Verweilzeit (7). Dabei
wird das Volumen, welches vom Fluid eingenommen werden kann (Vgyy;4), und nicht das
gesamte Volumen des Reaktors verwendet.

7 = Yrid (3.51)
v

Mit 7 als Verweilzeit eines Fluidelementes (in s).
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E(t)

Abbildung 3.8: Beispielhafte Verweilzeitverteilung mit Berechnung der Wahrscheinlichkeit
(W (t1,t2)), dass ein Fluidelement das System zwischen ¢; und to verldsst [142].

Bei nicht vollstdndig homogenem Fliefiverhalten (zum Beispiel Randgéngigkeit oder
entsprechenden Stromungsprofilen) flieBen manche Fluidelemente schneller als andere
und verlassen den Reaktor deshalb frither (vgl. Abschnitt 3.3.2). Aufgrund dieser Inho-
mogenititen, muss Gleichung (3.51) erweitert werden. Géngig ist hier die VZV (E(t))
und die Summenverteilung (F'(t)). E(t) ist iiber die Wahrscheinlichkeit definiert, die ein
Fluidelement eine bestimmte Zeit ¢ im System verweilt (vgl. Abbildung 3.8).

F(t) stellt die Wahrscheinlichkeit dar, dass ein Fluidelement zwischen 0 und ¢ im
System verweilte. Durch diese Definition sind E(t) und F(t) iiber Stammfunktion und
Ableitung verkniipft:

Fo)= [ "Bt (3.52a)

Mit E(t) als Verweilzeitverteilung (in 1/s) und F(t) als Verweilzeitsummenverteilung

(dimensionslos).

dF'(t)
dt

Zur Vermessung der VZV sind zwei Methoden géngig [8]: In der einen wird das System
zundchst mit einer gegebenen Konzentration eines Zielstoffes durchstromt und zu einem
definierten Zeitpunkt die Konzentration am Eingang des Reaktors gedndert (Heaviside-
Stufenfunktion). Indem die Konzentration am Ausgang des Reaktors gemessen wird, wird
F(t) bestimmt.

E(t) = (3.52b)

S (t)

F(t) =
(t) Sare

(3.53)
Hierbei ist Sps ein Messsignal (willkiirliche Einheit) und Sy, das Signal nach hinreichend
langer Zeit (willkiirliche Einheit).

Mittels der Ableitung von F'(t) wird anschlieend E(¢) berechnet. Da diskrete Mess-
punkte vorhanden sind, wird die Funktion numerisch abgeleitet (Anhang A).

Die andere Methode zur Vermessung der VZV besteht darin, dass die Konzentration
eines Zielstoffes nur kurz gedndert wird (Dirac-Puls). Die VZV E(t) wird dann aus dem
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(a) laminar (b) turbulent

Abbildung 3.9: Darstellung verschiedener Geschwindigkeitsprofile in einem Rohr. Darstel-
lung nach [143].

Signal am Ausgang berechnet und entsprechend normiert.

S (t)

FO= Jo~ Su(t)dt

(3.54)

Um die erhaltenen VZVs zu charakterisieren, werden h&ufig Momente der Vertei-
lung verwendet. Hierbei entspricht das erste Moment der mittleren Verweilzeit (vgl.
Gleichung (3.51)):

4 = fomt-E(t)dt:f (3.55)

Mit pq als erstes Moment der Verteilung (in s) und ¢ als mittlere Zeit, die ein Fluidelement
im Reaktor verweilt (in s).

Fiir kinetische Messungen sind enge VZV zu bevorzugen, da die Fluidelemente &hnliche
Zeit im Reaktor verblieben und so die Reaktionszeit vergleichbar ist.

3.3.2 Reynolds-Zahl

Direkten Einfluss auf die VZV hat das Stromungsprofil des Fluids im Reaktor. Grob wird
zwischen laminaren und turbulenten Strémungen unterschieden, wobei sich turbulente
Stromungen unter anderem durch starke Vermischungen auszeichnen [143]. Abbildung 3.9
skizziert ein laminares und ein turbulentes Strémungsprofil in radialer Richtung. Durch
ein laminares Profil ist ein starker Gradient der Stromungsgeschwindigkeit in radialer
Richtung vorhanden, wodurch einige Fluidelemente das System deutlich schneller verlassen
als andere Elemente, welche am Rand strémen.

Um verschiedene Stromungen zu charakterisieren und in laminar und turbulent ein-
zuteilen kann die Reynolds-Zahl verwendet werden. Diese wird iiber die Geometrie des
Reaktors, die Stromung und Stoffeigenschaften des Fluids berechnet [143].

_dRea'w'(s
n

Re (3.56)
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Mit Re als Reynolds-Zahl (dimensionslos), dre, als Reaktordurchmesser (in s), § als
Dichte des Fluids (in kg/m?). (In Anhang B ist eine Auswahl an verschiedenen Werten
fiir die Viskositét von Wasser (auch bei verschiedenen Driicken) aufgelistet.)

Dabei ist die kritische Reynolds-Zahl als der Zahlenwert definiert, an welchem die
Stréomung von laminar zur turbulent umschlégt [144]. Bei Leerrohren ist die kritische
Reynoldaszahl als 2300 bestimmt [145].

3.3.3 Bernoulli-Gleichung

Laut der Stromfadentheorie ist die Energie eines Fluidelementes, welches sich entlang der
Stromung bewegt, konstant [143]. Es werden die Komponenten Geschwindigkeit, Hohe
und Druck berticksichtigt.

Mittels einer Energiebilanz um die Pumpe kann der spezifische Leistungseintrag
berechnet werden, welcher benétigt wird, um den Druck von Umgebungsdruck auf
Hochdruck zu erhéhen:

2 2

%+§—i+g-h1+Pp:%+§—j+g-h2 (3.57)

Mit Pp als spezifische Pumpenergie (in J/kg), g als Gravitationsbeschleunigung (in

m/m?) und h als Hohe (in m). Da sich weder die Hoéhe (potentielle Energie) noch

die Stromungsgeschwindigkeit (kinetische Energie) éndert, ist der massenspezifische
Leistungseintrag durch die Pumpe proportional zur Druckdnderung:

p,=2_ M (3.58)
o
Mit dem Massenstrom kann die benétigte Pumpleistung berechnet werden:
Pp=Pp-1h=Ap-V (3.59)

Mit Pp als Pumpleistung (in W), m als Massenstrom (in kg/s) und Ap als Druckdifferenz
(in Pa).

3.4 Riihrkessel / Umlaufreaktor

Riihrkesselreaktoren (auch Satzreaktoren) stellen einen der Standardreaktoren dar (siehe
Abschnitt 1.1.3). Dabei ist es gingig anzunehmen, dass das Medium homogen durchmischt
ist [109]. Ein Riihrkesselreaktor besitzt weder einen Ein- noch einen Ausgang. Nicht ideale
Riihrkessel kénnen anhand des Mischungsverhaltens charakterisiert werden. Hier wird,
dhnlich wie bei der Bestimmung der VZV, ein Zielstoff zugegeben und die Anderung der
Konzentration des Zielstoffes an einem Messpunkt im Reaktor aufgezeichnet [110].

C(t)—CO_ SM—SM,O
Coo —C0  SM,00 = SM0

hin (t) = (3.60)

Mit h,, als Homogenitatsgrad der Mischung (dimensionslos).
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3.5 Druckeinfluss auf Reaktionen, Enzyme und andere physikalische Gréfen

Eine Angabe der Mischzeit kann die Dauer sein, bis der Homogenitétsgrad 0,9 erreicht
hat.

Umlaufreaktoren sind &hnlich zu Satzreaktoren, da kein Ein- oder Ausgang existiert
und das Fluid nicht ideal durchmischt ist.

3.5 Druckeinfluss auf Reaktionen, Enzyme und andere
physikalische GroBen

Dieser Abschnitt behandelt die Einfliisse von Druck auf verschiedene Aspekte, welche die
Synthese von NeubAc beeinflussen. Die Abhéngigkeit des thermodynamischen Gleich-
gewichts vom Druck bildet die Grundlage zur Beschreibung des Einflusses von Druck
auf die Reaktionskinetik. Aus diesemm Grund wird mit der Wirkung von Druck auf das
thermodynamische Gleichgewicht begonnen.

3.5.1 Thermodynamisches Gleichgewicht

Bereits 1887 wurde von Planck in seiner Abhandlung ,,Ueber das Princip der Vermehrung
der Entropie* hergeleitet, dass die Gleichgewichtskonstante einer Reaktion mit der freien
Gibbs-Energie zusammenhéngt (Gleichung (3.61)) [76].

RTIn(K,) = -ArG (3.61)

Hierbei ist AgrG der Unterschied der Gibbs-Energie zwischen Substrat und Produkt (in
J/mol). Die Anderung der Gibbs-Energie (AgG) hingt unter anderem von dem Druck
des Systems ab. In aktueller Literatur wird die Herleitung von Gleichung (3.61) iiber
chemische Potentiale durchgefiihrt [7-9].

Exemplarisch sei hier die Veroffentlichung von Sander von 1943 angefiihrt, welche fiir die
Isomerisierung von a-Glucose zu §-Glucose die Lage des Gleichgewichts in Abhéngigkeit
vom Druck beschreibt [146].

Der Einfluss von Druck wird in der Literatur haufig mit Hilfe der Ableitung angegeben
[77, 147]. Zum Beispiel bei der Untersuchung von Enzymen [70, 83] oder Bakterien aus
der Tiefsee [79].

OlnK,
op

Variationen von Gleichung (3.62) wurden aufgestellt, um Anderungen des molaren
Volumens wiederzugeben. So verwenden Marshall und Mesmer [148] die von El’yanov-
Hamann [149] bestimmte Gleichung:

K AV p
Ko  RT 1+b,p

RT

~AV (3.62)

(3.63)

Mit b, als Parameter zur Anpassung (in 1/Pa).
Vila-Real und Mitarbeiter [73] verwenden Ansétze verschiedener Autoren [150, 151]:

ImK=A+B-p+C-p° (3.64)
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Mit A (dimensionslos), B (in 1/Pa) und C (in 1/Pa?) als Anpassungsparameter oder

Gleichung (3.65).
A+B-p

1+Cy-p

InK = (3.65)
Mit Cy als Anpassungsfaktor (in 1/Pa).

Hill und Root geben Gleichung (3.61) vollsténdig nach K aufgelost an [8]. In dieser
Arbeit wird dieser Ansatz iibernommen, wobei Parameter, welche in die Gibbs-Energie
eingerechnet werden und unabhéngig vom Druck sind (zum Beispiel die Temperatur), in
eine Gleichgewichtskonstante bei Referenzdruck Ky zusammengefasst werden.

K(p) = Ko- e 1P (3.66)

Mit Ky als Gleichgewichtskonstante bei Referenzdruck (0Pa) (verschiedene Einheiten).

Nach Denbigh ist Gleichung (3.66) fiir die verschiedenen Gleichgewichtskonstanten
(Kq, K, K.) giiltig [134]. Nachfolgend wird die konzentrationenbasierte Gleichgewichts-
konstante verwendet.

Mit Gleichung (3.66) ist der Zusammenhang von der Gleichgewichtskonstanten und
dem Druck gegeben. Damit kann in Gleichung (3.33) auch die Volumenédnderung sowie
Lage des Gleichgewichts bei dem Referenzzustand und der Druck beriicksichtigt werden.
Der folgende Ausdruck beschreibt damit die Abhéngigkeit des Gleichgewichtsumsatzes
einer 2-zu-1-Reaktion zu dem Druck und den thermodynamischen Parametern AV und
K.

2

1+a+ 22 m P +1$IT:p) 1+a+ 2w P +1%T:p)
€sy,0£%0 €sq,04%0
XGGW(p7A‘/7 KO,Q,CSLO) = - - e (367)

2 \ 2
Gleichung (3.67) wurde graphisch von Bruins und Mitarbeitern aufgetragen ohne

explizit die Gleichung anzugeben [77]. Bruins und Mitarbeiter gingen dabei davon aus,
dass die Substrate 4quimolar vorliegen (a = 1).

3.5.2 Kinetik

Die bereits in Abschnitt 1.1 eingefiihrte Eyring-Gleichung bildet den Einfluss des Drucks
auf Geschwindigkeitskonstanten und damit auch die Reaktionsrate ab. Hierfiir wurde
angenommen, dass das Edukt im chemischen Gleichgewicht mit einem Ubergangszustand
ist [65, 66]. Die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion ist dabei proportional zu der
Gleichgewichtskonstante zwischen Edukt und Ubergangszustand:

kgT
k=(- KiBT (3.68)
Hierbei steh ¢ fir den Transmissionskoeffizienten (dimensionslos), die Beschreibung I

verdeutlicht, dass es sich um das Gleichgewicht zwischen Edukt und Ubergangszustand
handelt, und A die Planck-Konstante (6,6260... Js). Da die Geschwindigkeitskonstante
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3.5 Druckeinfluss auf Reaktionen, Enzyme und andere physikalische Gréfen

proportional zu der Gleichgewichtskonstanten ist, wurde die Abhéngigkeiten vom Druck
(Gleichung (3.62)) in die Beschreibung der Kinetik integriert.
Somit ergibt sich die Eyring-Gleichung zu:

t
k(p) = ko-¢ TP (3.69)

Die Gleichung wurde sowohl in der chemischen Reaktionstechnik [8], als auch in der
Biotechnologie zitiert [68]. Mit dem Einfluss des Drucks auf die Geschwindigkeitskon-
stanten, haben Hamajima und Mitarbeiter den Einfluss von Druck auf die maximale
Reaktionsrate (vpqz) tibertragen [152].

Aufgrund der Herleitung mittels der Gleichgewichtskonstante sind Variationen der
Eyring-Gleichung nach Gleichung (3.64) verwendet worden. So haben Walling und Tanner
Polynome hoheren Grades verwendet um die Abhéngigkeit abzubilden [153].

Shkolnikov und Mitarbeiter haben gezeigt, dass die Anderung der Geschwindigkeitskon-
stante keinem exponentiellem Verlauf folgen muss [67]. Bei der Zersetzung von Polyphe-
nolen sinkt die Geschwindigkeitskonstante zwischen 0,1 MPa bis 150 MPa von 0,002 1/s
auf 0,001 1/s und steigt dann bei 200 MPa wieder auf den Wert bei Umgebungsdruck
(0,0021/s) an.

3.5.3 Einfluss auf den pH-Wert

Da der pH-Wert Einfluss auf die Enzymaktivitat hat [41], muss ein etwaiger Einfluss
von Druck untersucht werden. Laut Samuelsen und Mitarbeitern ist dieser Anderung
bei Driicken bis 100 MPa vernachléssighbar und oberhalb dieses Druck ca. 0,5 [154].
Samaranayake und Sastry haben eine Reduktion des pH-Werts um 0,5 fiir destilliertes
Wasser bis 800 MPa festgestellt[155].

Raghuraman und Mitarbeiter haben eine Anderung von 0,1 des pH-Werts bis 60 MPa,
festgestellt [156]. Quinlan und Reinhart haben verschiedene 100 mM Phosphat-Puffer-
Losungen auf Anderungen im pH-Wert analysiert [157]. Hier sank der pH-Wert von
Kaliumphosphatpuffer um bis zu 4-1073 1/MPa. Dieses Ergebnis stimmt mit der Aussage
von Samuelsen und Mitarbeitern iiberein, dass die Anderung ca. 5-1073 1/MPa betrigt.

Kobayashi und Mitarbeiter haben eine Reduktion des pH um 0,3 fiir eine Maillard-
Reaktion in Wasser festgestellt [158].

Nach Kragl ist die Abhéngigkeit der Enzymkinetik von dem pH-Wert in dem Bereich
7,0 bis 8,0 fur die Aldolase und 6,5 bis 8,0 fiir die Epimerase nicht stark ausgeprigt [41].

Um einer potentiellen Reduktion des pH-Wertes durch Druck vorzubeugen, wird in
dieser Arbeit ein pH-Wert zwischen 7,5 und 8,0 verwendet. Die Verwendung von Bereichen,
indenen die Reaktionsgeschwindigkeit unabhéngig vom pH-Wert ist, wurde bereits von
Andersen und Grgnlund fiir die Mutarotation von Glucose verwendet um indirekte
Einfliisse vom Druck auszuschliefien [92].

3.5.4 Dichte und Viskositat

Die Reaktionsrate héngt nicht nur von der Geschwindigkeitskonstanten ab, wie sie durch
die Eyring-Gleichung beschrieben wird, sondern auch von den Konzentrationen der
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3 Theorie

Tabelle 3.1: Stoffwerte fiir die Dichte von Wasser nach VDI [90] und TAPWS [91]
TP°C] p[MPa] § [kg/m®] Quelle

25 0,1 997,1 VDI
25 20,0 10058 VDI
25 100,0 10379 VDI
50 0,1 988,1 VDI
50 100,0 10274 VDI
30 0,1 996,6 IAPWS
30 20,0 10053 IAPWS

Reaktanten. Wasser gilt im Allgemeinen als inkompressibel, was bedeutet, dass die
Dichte nicht durch Druck beeinflusst wird. Dies wird aus den Daten fiir die Dichte bei
verschiedenen Temperaturen und Driicken deutlich (Tabelle 3.1).

Da die Stoffmenge (n) nicht vom Druck beeinflusst wird, ist somit auch die Konzentra-
tion nicht signifikant beeinflusst. Hier sei erwéhnt, dass im Rahmen der Tiefseeforschung
verschiedene Modelle existieren, welche die Dichte des Wassers in Abhéngigkeit des
Drucks, dem Salzgehalt und der Temperatur berechnen [159, 160]. Die Internationale
Vereinigung fiir die Eigenschaften von Wasser und Dampf (IAPWS) gibt in einer Tabelle
die berechneten Dichten von Wasser an. Laut Wagner und Pruf ist die Berechnung von
TAPWS sehr genau (<0,0001%) [161]. Aus Tabelle 3.1 geht hervor, dass die Anderung
der Dichte aufgrund von Druck kleiner als 4 % ist. Aus diesem Grund wird die Dichte
(und somit auch die Konzentration) als unabhingig vom Druck angenommen.

Weiterhin kann die Viskositét einer Fliissigkeit durch Druck beeinflusst werden. Barus
hat 1893 einen schwachen linearen Zusammenhang zwischen Viskositdt und Druck (bis
200 MPa) festgestellt [162]:

n(p) =n(0)-(1+0,0057-p) (3.70)

Spatere Veroffentlichungen verwenden einen exponentiellen Zusammenhang bis 1 000 MPa
[163]:

n(p) = n(0)e*” (3.71)

Mit &4 als Faktor (in 1/Pa).
Butz und Mitarbeiter stellen einen Geschwindigkeitsausdruck auf, welche Viskositéts-
anderungen durch den Druck beriicksichtigen.

{B
k(p) = ko - (%) e_ATVTip (3.72)

Mit ¢p als Anpassungsfaktor (dimensionslos). Bis 250 MPa sei die Anderung jedoch
vernachlassigbar [72].
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3.6 Druckverlust

3.6 Druckverlust

Verschiedene Bauteile weisen einen Druckverlust auf, wenn diese durchstréomt werden.
In dieser Arbeit werden folgende Bauteile verwendet: der Festbettreaktor, Kapillaren
und ein Riickdruckregler. Hoher Druckverlust gilt im Allgemeinen als Nachteil, welcher
durch Reibung zwischen Fluid und Bauteil hervorgerufen wird [143]. Im Falle von hohem
Druckverlust muss die Pumpe mehr Leistung aufnehmen um das Medium durch die
entsprechenden Bauteile zu férdern.

3.6.1 Festbetten

Der Druckverlust in Festbettreaktoren wird durch die Ergun-Gleichung beschrieben.

dp  (L-vp)* eal-vp o

d_L: 1TV‘50‘UJ+§ V3 6w SO (373)
f f
laminar turbulent

Mit dp/dL als Druckverlust (in Pa/m), e; und ey als Korrekturterme (dimensionslos),
v als kinematische Viskositit (in m?/s) und So als spezifische Oberfliche der Partikel
im Festbett (in 1/m). Die Ergun-Gleichung wurde 1949 angefiihrt [164], hat sich iiber
die Jahre bewdhrt [165] und wird auch heute im VDI-Wérmeatlas verwendet [136].
Hierbei beschreibt erste Summand (w) den Druckverlust aufgrund der Viskositiat und
der zweite Summand (w?) den Druckverlust aufgrund von Turbulenzen. Ist ein System
streng laminar, iberwiegt der erste Summand deutlich und der zweite Summand kann
vernachléssigt werden.

Sofern das Fluid inkompressibel ist, ist w konstant und der Druck sinkt linear iiber die
Lénge des Reaktors (sofern die Viskositdt unabhéngig vom Druck ist).

3.6.2 Kapillaren

Zur Bestimmung des Druckverlustes in Kapillaren verwendeten Hagen und Poiseuille die
Reibung an der Mantelfliche, wobei eine laminare Stromung vorausgesetzt wurde [143].
dp .81

L _V7r'r4 (3.74)
Mit r als innerer Radius der Kapillare (in m).
In Gleichung (3.74) wird deutlich, dass der Druckverlust iiber eine Kapillare sehr
sensitiv zum Innenradius (Ap o< 77%) ist und nur linear mit der Linge der Kapillare
zunimmt.

3.6.3 Riickdruckregler

Anders als bei Festbetten und Kapillaren ist der Druckverlust bei Riickdruckreglern (RDR)
nicht aufgrund von Reibungseffekten hervorgerufen und zudem meistens gewiinscht, um
einen definierten Druck im System zu erhalten.
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3 Theorie

Das Arbeitsprinzip vieler RDR fiir kontinuierliche Fliisse ist, dass das eintretende Fluid
auf eine bewegliche Offnung trifft. Dies kann eine Membran oder eine Kugel sein, welche
mit einem gewahlten Setzdruck p gehalten werden. Erst, wenn der Druck des Fluids
diesen Druck iiberschreitet, gibt die Membran nach und das Fluid kann durch die Offnung
stromen. Je nach Bauweise des RDR wird der Setzdruck pneumatisch, hydrostatisch oder
mechanisch aufgebaut.

Der Einsatzbereich hangt hierbei hauptséichlich vom Druck, dem Volumenstrom sowie
der Dichte des Fluids ab und wird mit dem Ky -Wert charakterisiert (nach DIN EN
60534-1) [166].

. 0.1MPa 5
K=V 3 h ? . 3.75
v =vim' ]\/ p 1000kg/m? (3.75)
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Um den Einfluss von Hochdruck auf das Reaktionssystem zu untersuchen, wurde zunéchst
ein experimenteller Aufbau entwickelt. Fiir diesen wurden verschiedene Optionen vergli-
chen und bewertet. Um verldssliche Ergebnisse der thermodynamischen und kinetischen
Untersuchungen zu gewidhren musste der realisierte Aufbau charakterisiert werden. Dies
umfasst zum Beispiel die Stabilitat des Drucks, die Verweilzeitverteilung und die Qualitét
der Mischkammer.

Mit diesen Kenntnissen konnten grundlegende Analysen des Enzymsystems durchge-
fiihrt werden.

Anschlielend wurde der Einfluss von Druck auf die Reaktion untersucht. Mit dem
Hochdruckreaktor wurden zunéchst beide Reaktionen einzeln analysiert und anschliefend
die gesamte Reaktionssequenz umgesetzt. Die Ergebnisse der gekoppelten Reaktion wur-
den mit denen der Einzelreaktionen mittels kinetischer Simulationen und Berechnungen
des Gleichgewichts verglichen.

Einige Anmerkungen zu den Angaben und berechneten Grofien:

e Bei Druck werden der Median und die durchschnittliche Abweichung zum Median
(MAD) angegeben.

o Bei Messwerten angegebene Fehler sowie die Fehlerfortpflanzung sind nach DIN 1319
berechnet (Anhang C.1) berechnet.

o Samtliche aus Regressionsrechnungen erhaltene Werte werden mit einer Sicherheit
von 95% angegeben. Dies umfasst die Unsicherheit der berechneten Regressionspa-
rameter und die Breite des Vertrauensbereichs.

4.1 Entwicklung des Hochdruckreaktors

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Verwendung und den Effekten von Hochdruck liegt,
war der Druckaufbau fiir die kontinuierliche Synthese essentiell. Kontinuierliche Reaktoren
sind typischerweise Stromungsrohre, Membranreaktoren oder kontinuierlich arbeitende
Rithrkesselreaktoren [116]. Der Membranreaktor hélt die Enzyme mit einer Membran
zuriick, welche fiir die Anwendung dieser Arbeit druckstabil sein miisste. Ein kontinuierlich
arbeitender Riihrkessel miisste um die Welle des Riihrorgans vollstdndig abgedichtet sein.
Im Vergleich zu diesen Herausforderungen bietet das Stromungsrohr den Vorteil, lediglich
eine Pumpe zu benétigen, welche Hochdruck erzeugen kann. Zwar fallt der Druck iiber
die Lénge des Festbetts ab (Gleichung (3.73)), dieser Druckverlust ist im Vergleich zu
dem zu untersuchendem Druckregime vernachlassigbar.
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(a) UHPLC-Saule

(b) Kapillare

X

(c) Riickdruckregler

O Q O

Abbildung 4.1: Fliebilder zur Untersuchung der Druckverluste verschiedener Bauteile.
Bei diesen Versuchen wurden ausschliellich die zu untersuchenden Bauteile eingebaut. Die
geschwungene Linie stellt hierbei eine Kapillare mit kleinem Querschnitt (maximal 50 pm)
dar. Der Druck wurde durch einen internen Sensor der UHPLC-Pumpe aufgezeichnet.

Fiir den Druck im Reaktor ist der Druck am Ausgang des Reaktors mafigeblich. Mittels
geeigneter Bauteile wurde ein Staudruck erzeugt, wodurch der Druck am Ausgang (und
damit auch im Reaktor) stieg. Fiir den Druckaufbau wurden drei Optionen realisiert,
untersucht und bewertet. Als Pumpe wurden verschiedene Ultrahochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (UHPLC)-Pumpen, sowie industrielle Pumpen und Spritzenpumpen
in Betracht gezogen. Aufgrund des Druckbereiches (bis 130 MPa) und, vom Hersteller
angegebenen, niedrigen Druckschwankung, wurde die Nexera X2-UHPLC-Pumpe (ein-
schlieBlich Degaser und Mischkammer) von Shimadzu (Hannover, Deutschland) gew&hlt.
Zudem kann die vom Hersteller eingebaute Mischkammer verwendet werden, um Kon-
zentrationen im Reaktionsmedium zu verdndern. Dies wurde fiir die Vermessung der
Reaktionskinetik verwendet um die Substratkonzentrationen zu variieren.

Durch den Einsatz eines Festbettreaktors war der Aufbau flexibel und konnte angepasst
werden, womit verschiedene Betriebsmodi ermoglicht wurden.

Zunachst wurden verschiedene Méglichkeiten untersucht, um einen Druck von 130 MPa
zu generieren. Dabei wurde ausschliellich die UHPLC-Pumpe und das zu untersuchende
Bauteil verwendet (Abbildung 4.1).

4.1.1 Druckaufbau Variante 1: UHPLC-S3ule

Aus der UHPLC-Analytik ist bekannt, dass feine Partikel zu hohen Druckverlusten fithren
[167]. Fiir diese Arbeit wurde dieser Druckverlust ausgenutzt. In UHPLC-S&ulen werden
Partikel mit einem Durchmesser <2 um verwendet [168, 169] und je nach Material und

Lénge der Saule, sowie Eluentstrom Driicke iiber 100 MPa erreicht. In diesem Fall wurde
die UHPLC-Séule ,,Ultra BiPh 5 um® von Restek (Bad Homburg v.d.H.,Deutschland)
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Abbildung 4.2: Gemessener Druckverlust von verschiedenen Kapillaren mit Lange 30 cm so-
wie der UHPLC-S&ule von Restek. Gefordert wurde hochreines Wasser (maximal 0,055 S/cm)
bei Raumtemperatur.

eingesetzt (die 5 pm beschreibt den Partikeldurchmesser der Packung) und der Volumen-
strom variiert (Abbildung 4.2). Der Druckverlust stieg in dem untersuchten Bereich linear
mit dem Volumenstrom bis 74 MPa.

4.1.2 Druckaufbau Variante 2: Kapillaren

Durch die Reibung zwischen Fluid und Wand kommt es zum Druckverlust (vergleiche
Abschnitt 3.6.2). Da der Druckverlust sensitiver gegeniiber dem Radius als der Lénge der
Kapillare ist (Ap o< 7% und Ap oc L), wurden Kapillaren verschiedener Innendurchmesser
genutzt. In Abbildung 4.2 wurde der Druckverlust von Kapillaren mit einem Innendurch-
messer von 25 um und 50 ym aufgezeigt (Hersteller VICI (Houston, Vereinigte Staaten von
Amerika), vertrieben durch Machery-Nagel (Diren, Deutschland)). Die Lange sdmtlicher
Kapillaren betrug 30 cm. Nicht gezeigt sind die Ergebnisse von Kapillaren mit 100 pm
Innendurchmesser, da der Druckverlust 1 MPa betrug und fiir diese Arbeit damit nicht
relevant war. Da Gleichung (3.74) einen linearen Zusammenhang zwischen Volumenstrom
und Druckverlust beschreibt, wurde eine Regressionsgerade fiir die gemessenen Werte
verwendet.

4.1.3 Druckaufbau Variante 3: Riickdruckregler

Im Gegensatz zu Reibungskréiften wird der Druck bei Riickdruckreglern (RDR) durch
einen Gegendruck an einer Membran erzeugt. Dadurch ist dieser unabhéngig von der
Flussrate und kann gegebenenfalls dynamisch verdandert werden. Der Gegendruck kann ent-
weder durch ein weiteres Fluid oder durch eine Feder erzeugt werden. Die Verwendung von
RDRs bei der Untersuchung von Enzymen wurde bereits in der Literatur beschrieben [170].
RDRs sind in der Lage den geforderten Druckbereich abzudecken (0 MPa bis 130 MPa),
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Abbildung 4.3: Festbettreaktor und schematischer Verlauf des Drucks iiber die Léange.
Druckverlauf iiber das Festbett betrug maximal 8 MPa, Druckverlust am RDR bis zu 30 MPa
und bis zu 110 MPa iiber die Kapillaren.

stellen jedoch eine grofie Investition dar. Der fiir diese Arbeit gewdhlte RDR (Hersteller:
VICI) deckt 0 MPabis 30 MPa ab und wird mechanisch eingestellt.

4.1.4 System der Wahl

Da die gewéhlte Pumpe Driicke bis 130 MPa erzeugen kann, fiel die Wahl zum Druckauf-
bau auf die Kapillaren, da diese zum einen ein geringeres Innenvolumen als die UHPLC-
Séule aufweisen und zum anderen der Druckverlust unter der Hélfte von 130 MPa lag.
Hierdurch war es moglich zwei Kapillaren (Innendurchmesser (ID) 50 um) in Reihe
geschaltet zu verwenden, um den maximalen Druck zu erreichen. Der Druck konnte
anschlieBend mittels des RDR justiert werden (Anforderung 1)

Der resultierende Aufbau ist in Abbildung 4.3 gezeigt. Zur Bestimmung der Reaktionsge-
schwindigkeit wurde die Anfangsgeschwindigkeit-Methode verwendet und Volumenstréme
bis 2mL/min eingesetzt. Die Reynolds-Zahlen fiir die verschiedenen Elemente sind in
Tabelle B.1 zu finden.

Der kleinste, zur Verfiigung stehende Reaktor besitzt ein (Leer-) Volumen von 0,21 mL
(ISERA GmbH (Diiren, Deutschland)) (Radius 0,15cm , Lange 3cm ), womit die Ver-
weilzeit 6,3 s betragt. Dabei ist das Volumen, welches das Fluid einnimmt, kleiner als
0,21 mL und somit die Verweilzeit reduziert sein, wenn Enzym-Trager-Praparate verwen-
det werden. Da das Reaktionssystem von anderen Arbeitsgruppen im Stundenmafstab
verwendet wird (vergleiche Abschnitt 1.1.1), war Anforderung 3 erfiillt.

Der Reaktor wurde mittels eines Sdulenofens von SYKAM (Eresing, Deutschland)
temperiert.

In einem anfinglichen Versuch wurde der Druckverlust im Reaktor bis zu 8 MPa
bestimmt. Dieser Wert wurde durch Verwendung von zerkleinerten Epimerase-Trager-
Partikeln in einem 10cm langen Reaktor (Radius 0,15cm) bei einem Volumenstrom
von 2mL/min gemessen. Aufgrund des langen Reaktors, hohen Volumenstroms und
zerkleinerten Partikeln stellten 8 MPa die obere Grenze dar, da keine langeren Reaktoren
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Abbildung 4.4: Drei verschiedene Betriebsmodi des Hochdruck-Festbettreaktors: Als norma-

ler Festbettreaktor zur Vermessung der Kinetik (schwarz), als Umlaufreaktor zur Vermessung
des Gleichgewichts (+blau) und als kontinuierlich arbeitender Umlaufreaktor (+griin).

oder héheren Volumenstréme verwendet wurden. Andere verwendete Reaktoren besafien
eine Linge von 3 cm oder 5cm. Aus diesem Grund wurde die Anderung des Drucks iiber
die Lange des Reaktors vernachléssigt.

Wenn die Lage des Reaktionsgleichgewichts bestimmt werden soll, sind hohe Ver-
weilzeiten notig, welche deutlich niedrigere Flussraten bedeuten (0,07 mL/min fiir eine
Verweilzeit von 10 min, sofern ein groflerer Reaktor mit einem Reaktorvolumen von 0,7 mL
verwendet wiirde). Da bei diesen Flussraten der Druckverlust zu niedrig wére, wurde
der kontinuierlich arbeitende Festbettreaktor zu einem Umlaufreaktor umgebaut indem
der Ausgang und Zulauflosung verbunden wurden (schwarze und blaue Zeichnung in
Abbildung 4.4).

Makroskopisch wurde hierdurch ein Verhalten dhnlich zu einem Satzreaktor erreicht
und es konnte die Lage des thermodynamischen Gleichgewichts bestimmt werden. (Ein
essentieller Unterschied ist jedoch die konvektive Strémung um den Katalysator, welcher
bei einem Satzreaktor nicht zwangslaufig gegeben ist.) Das Reaktionsmedium wurde
mit ein Wasserbad von Jalabo (Seelbach, Deutschland) temperiert und mittels eines
Magnetrithrers von IKAMAG (Staufen, Deutschland) durchmischt.

Laut Groisman und Gedanken [171] sowie Wang und Mitarbeitern [172] sind Umlauf-
reaktoren vielseitig einsetzbar. Lindeque und Woodley beschrieben in einer Literatur-
iibersicht zu Festbettreaktoren auch die Moglichkeit eines vollstédndigen Recyclingstroms
[109]. In dieser Arbeit zeigte der Hochdruckumlaufreaktor folgende Vorteile:

¢ Die Flussrate konnte frei gewahlt werden.
e Der Druck konnte mittels des RDR wéahrend der Experimente verdndert werden.

o Bei starkeren Druckvariationen konnte der Druck gedndert werden, indem Kapillaren
entfernt oder hinzugefiigt wurden.

¢ Probenentnahme waren aus dem Pufferbehélter bei Umgebungsdruck moéglich und
es besteht die Méglichkeit von Online-Analytik ohne Hochdruckausriistung.
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Da Hochdruckreaktoren haufig geschlossene Systeme sind (siche Abschnitt 1.1.2), erwies
sich besonders der letzte Punkt als Vorteil. Echtzeitanalytik fiir Hochdruckreaktoren
wurde bereits 1972 als Herausforderung gesehen [80].

Da der Umlaufreaktor keinen kontinuierlichen Produktstrom besitzt, wurden zwei
Spritzenpumpen (in Abbildung 4.4 griin gezeichnet) von WORLD PRECISION INSTRU-
MENTS (Friedberg, Deutschland) verwendet um Reaktionslésung in, beziehungsweise aus
dem temperierbaren Pufferbehélter zu fordern. (Die Temperatur im Pufferbehélter wurde
mit dem Wasserbad MA-4 von Julabo (Seelbach, Deutschland) geregelt.) Hiermit wurde
ein Verhalten dhnlich zu einem kontinuierlich arbeitendem Riihrkesselreaktor erhalten.
Dabei ist entscheidend, dass der Volumenstrom des im Kreis geforderten Fluids deutlich
grofer ist als der Volumenstrom, welcher in das System ein- beziehungsweise ausgetragen
wird. Mit dieser Modifikation konnte ein Betriebspunkt erreicht werden, welcher hohen
Druck bei beliebigen Verweilzeiten ermoglichte.

4.2 Charakterisierung des Aufbaus

Verschiedene Aspekte des Aufbaus, welche fiir aussagekréftige Ergebnisse essentiell
sind, wurden untersucht. Um zu priifen, ob der gewéhlte Aufbau die Anforderung
erfiilllt, dass der Druck im Reaktor konstant ist (Anforderung 2), wurde der Druck
aufgezeichnet und analysiert. Zur Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit wurde die
Konzentrationsédnderung durch die mittlere Verweilzeit der Reaktanten geteilt. Die
mittlere Verweilzeit wurde mittels der Verweilzeitverteilung bestimmt. Des Weiteren
wurde die Verweilzeitverteilung des gesamten Aufbaus gemessen, um zu gewdhren, dass
sich das System im stationdrem Betriebspunkt befand. Zudem wurde tiberpriift ob die
Mischkammer fir kinetische Experimente geeignet ist. Schliellich wurde die Mischzeit
des Umlaufreaktors vermessen.

4.2.1 Druckschwankungen

Die Stérke der Druckschwankungen wurde bei verschiedenen Driicken (um 10 MPa und um
100 MPa) untersucht (Abbildung 4.5). Um die Schwankungen zu klassifizieren wurde die
durchschnittliche Abweichung zum Median-Wert (MAD) mittels des MATLAB®-Befehls
mad (x,1) berechnet. Zudem wurden Fehlerintervalle von +2 % und +5 % eingezeichnet.

Samtliche gemessenen Driicke befanden sich in dem Bereich von +5 % um den Median-
wert. Bei Umgebungsdruck ist die relative Abweichung haufiger groler als +2 % als bei
dem Versuch mit Hochdruck. Da die absolute Druckschwankung weniger als +0,5 MPa be-
trug, wurde diese Schwankung vernachlassigt. Median und MAD betrugen (9,6+0,2) MPa
und (103,5+0,9) MPa, welche die Bewertung einer geringen Druckschwankung bestérken.

Somit wurde Anforderung 2 erfiillt.

In Abbildung 4.5a ist ein Trend des Drucks mit der Zeit zu erkennen. Dieser Trend
erstreckte sich tiber einen Zeitraum von 20 h. Da es sich hierbei um 0,035 MPa/h handelte
und das thermodynamische Gleichgewicht in wenigen Stunden erreicht werden sollte,
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Abbildung 4.5: Verlauf des Drucks. Die Flussrate betrug 2mL/min bei 40 °C. Geférdert
wurden 100 mM KP;-Puffer mit 300 mM N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) und Pyruvat

(Pyr).
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4 Ergebnisse

wurde dieser Anstieg vernachléssigt. (Bei Versuchen mit dem Aldolase-Tréager-Praparat
befand sich das Reaktionsmedium nach maximal drei Stunden im Gleichgewicht.)

4.2.2 Verweilzeitverteilung des Festbett-Reaktors

Fiir die Bestimmung der Reaktionsrate wird die Verweilzeit (7) benétigt (Gleichung (4.1)).

de Ac_ Ac-V

~N

RN R —

dt 7 Vrwid

(4.1)
Mit Ac als Konzentrationsdifferenz (in mol/m?).

Diese wurde mittels der Verweilzeitverteilung (VZV) bestimmt. Wird die VZV nicht
beriicksichtigt, kann dies zu erheblichen Unterschieden zwischen Modellrechnung und
Realitét fithren [8].

Aus der VZV wurde zudem die Schiittungsdichte berechnet und so die Vergleichbarkeit
verschiedener gepackter Festbetten sichergestellt.

Die VZV wurde berechnet, indem ein Reaktor (Leervolumen 0,21 mL) anstelle der
Trennséule in eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) eingebaut wurde.
Dabei war der Reaktor mit mittels Morser zerkleinertem Enzym-Trager-Praparat befiillt
und das HPLC-System mit 5 mM HsSO4-Losung als Laufmittel verwendet. Als Zielstoff
wurde eine 10 mM KP;-Pufferlésung mit einem Dirac-Puls injiziert (1 uL bzw. 5 L mit
1 mL/min).

Da die VZV mithilfe der Geréte einer HPLC vermessen wurde, ist in Abbildung 4.6a
sowohl die VZV des reinem Messsystems (HPLC) als auch die VZV des Systems mit dem
eingebauten Reaktor dargestellt. Bei allen Messungen wurde die Chromatographie-Saule
der HPLC ausgebaut. Somit bestand der apparative Aufbau aus der HPLC-Pumpe, dem
automatischen Probennehmer sowie dem Berechnungsindexdetektor (RID) (zuziiglich
Kapillaren).

Die Verweilzeitverteilungen wiesen eine vergleichbare Form auf und waren lediglich
zeitlich verschoben. Hieraus wurde geschlossen, dass die VZV des Reaktors sehr schmal ist
und der Mittelwert der Reaktorverteilung die zeitliche Differenz der Verteilungen bildet.
Die mittlere Verweilzeit des Messsystems betrug (2,191 + 0,006) min wahrend die des
Messsystems mit dem Festbett zu (2,86 + 0,05) min bestimmt wurde (gemessen wurden
Triplikate). Die zeitliche Differenz und damit die mittlere Verweilzeit des Festbetts wurde
zu (0,66 + 0,05) min berechnet.

Um dieses Ergebnis zu iiberpriifen, wurde die VZV des Messsystems um 0,66 min
verschoben (Abbildung 4.6b). Da die verschobene Verteilung dhnlich zu der Verteilung
von dem Messsystem mit Reaktor war, wurde die Annahme als bestétigt angenommen.
Da die VZV des Reaktors damit sehr schmal war, bedeutet dies, dass die Strémung im
Reaktor turbulent war.

Um das Volumen der Fliissigphase im Reaktor zu berechnen, wurde die vermessene
Verweilzeit verwendet.

r= VFluid _ V- VRea
Vv v

= 0,66 min (4.2)
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Abbildung 4.6: Gemessene Verweilzeitverteilungen von dem HPLC*-System (ohne Trennséiu-
le) und dem System mit eingebautem Reaktor (gefiillt mit gemorserten Epimerase-Préparat
(57,0mg) und einem Leervolumen von 0,21 mL). Die berechnete Messunsicherheit ist durch

die Breite der Fliche angedeutet. Flussrate: 0,21 mL/min, Injektionsvolumen 1 yL und Injek-
tionsgeschwindigkeit 1 mL/min.
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0,66 min - 0,21 mL/min _
Viea 0,21 mL

Somit wurde fiir sémtliche folgenden Auswertungen die Reaktionsrate wie folgt berech-
net:

0,66 (4.3)

I/fZT'

_Ae_Ac_ 1 Ac
St T 0,66 ViV

v (4.4)

4.2.3 Totzeit des Aufbaus

Um die Totzeit des gesamten experimentellen Aufbaus zu ermitteln, wurde das System
als Festbett-Reaktor aufgebaut. Der Aufbau enthielt den Festbettreaktor, zwei 50 ym und
eine 25 um-Kapillare sowie den RDR. Uber Vermessung des Spiilvorgangs des gesamten
Aufbaus wurde die Zeit bestimmt, nach welcher sich das System vollstandig gespiilt ist.

Zur Vermessung wurde zunéchst hochreines Wasser (maximal 0,055 uS/cm) gefordert
und nach erreichen eines stationdren Betriebspunktes auf 100 mM KP;-Puffer umgeschal-
tet. Die Zeit, bis das Signal am UV-Detektor (UVD) eine Anderung detektierte, wurde
als Totzeit des Aufbaus definiert. Sobald das Messsignal wieder konstant war, konnte
das System als vollstédndig mit neuem Medium gespiilt betrachtet werden. Fiir eine
Probenentnahme muss mindestens diese Zeit verstrichen sein, um Proben zu erhalten,
aus welchem Aussagen abgeleitet werden kénnen.

Vermessen wurde die benétigte Zeit sowohl fiir das Andern von hochreinem Wasser
zu KPj-Puffer, als auch von KPj-Puffer zu hochreinem Wasser (maximal 0,055 puS/cm)
(jeweils doppelt).

Wurde von hochreinem Wasser zu KP;-Puffer gespiilt, waren die Signale sehr dhnlich.
Als von diesem Zustand wieder mit hochreinem Wasser gespiilt wurde, zeigte sich eine
Abweichung in den Signalen.

Um die Aussagekraft der Ergebnisse auch auf andere Volumenstréme iibertragen zu
konnen, wurde die Zeit mit dem verwendeten Volumenstrom verrechnet um das geférderte
Volumen an neuem Medium zu erhalten.

Aus dem Ergebnis von Abbildung 4.7 folgt, dass mindestens 1,5 mL. geférdert werden
sollten, damit das System komplett gespiilt ist. Betrug die Flussrate zum Beispiel
2mL/min, wurde mindestens 1 min gewartet, bis eine Probe entnommen wurde. Damit
das System den stationédren Betriebspunkt erreicht, wurden anschliefend zusétzlich finf
Verweilzeiten gewartet.

Die Versuchsreihe wurde mit einem Volumenstrom von 0,176 7 mL/min durchgefiihrt.
Wenn in Versuchen héhere Flussraten verwendet werden, ist die Stromung im System
turbulenter und die VZV schmaler (vergleiche Abschnitt 3.3.2). Aus diesem Grund wurden
die hier getroffenen Aussagen auch auf héhere Volumenstrome tiibertragen.
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Abbildung 4.7: Gemessene Signale (Wellenldnge 200 nm) nach bestimmter Zeit / geforder-
tem Volumen. Die Flussrate betrug 0,176 7 mL/min. Blaue Werte: Gefordert wurde zunéchst
hochreines Wasser (maximal 0,055 uS/cm) (auch als Referenzpunkt). Anschlieflend wurde auf
100 mM KP;-Puffer umgeschaltet. Orange: Reihenfolge war umgekehrt. Verwendet wurden 2
mal 50 ym und einmal eine 25 pm-Kapillare sowie der RDR. Messwerte sind zur visuellen
Hilfe verbunden.

4.2.4 Genauigkeit der Mischkammer

Um die Kinetik im Festbettreaktor zu vermessen, wurde die Anfangsreaktionsgeschwin-
digkeit bestimmt. Bei diesen Messreihen werden die Konzentrationen relevanter Kom-
ponenten (Substrat, Produkt und Inhibitor) variiert. Diese Variationen sollten mit der
in der UHPLC-Pumpe eingebauten Mischkammer erreicht werden, indem Lésungen mit
verschiedenen Konzentrationen iiber die Einginge der Mischkammer mit unterschiedlichen
Verhéltnissen geférdert wurden.

Die Qualitit der Mischkammer wurden in zwei Aspekten untersucht: Um Pulsation
auszuschliefen (beziehungsweise die Homogenitit des Mediums sicherzustellen) wurde
die produzierte Mischung iiber einen ldngeren Zeitraum kontinuierlich iiberwacht. An-
schlieBend wurden die Anteile der verschiedenen eingehenden Laufmittel variiert und die
entstehenden Konzentrationen mittels HPLC vermessen und verglichen.

Um die Pulsation/Homogenitat der Mischung zu bewerten wurde ein UVD verwendet

Eingang 1: Wasser ><>
Eingang 2: KP;-Pufferlésung
Abbildung 4.8: Aufbau zur Vermessung der Pulsation der Mischkammer. Es wurde aus-

schliefflich die Mischkammer der UHPLC-Pumpe, die Pumpe und der UVD verwendet.
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Abbildung 4.9: Normiertes Signal der Mischkammer gegen den Anteil von Laufmittel 1
(Wasser) Flussraten: 0,2 mL/min und 1 mL/min (zweifach vermessen). Laufmittel 2: 10 mM
KP;-Puffer. Fehlerbalken zeigt die Schwankung des Signals auf.
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)
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Eingang 2: KP;-Puffer

Abbildung 4.10: Flieibild bei der Verwendung der Mischkammer. Durch das Verdndern
der Anteile von Laufmittel 1 und 2 werden verschiedene Konzentrationen an GleNAc erreicht.
Im Zulauf war 50 mM GlcNAc bzw. 100 mM KP;-Puffer. Die GlcNAc-Losung in Eingang
1 wurde in der selben Pufferlésung angesetzt, sodass die Konzentration konstant 100 mM
KP;-Puffer betrug.

(sieche Abbildung 4.8). Dieser wurde einer Probenentnahme und anschlielender Analyse
mittels HPLC vorgezogen, da der UVD eine Messfrequenz von 2 1/s besafl. Hierdurch
konnte tiberpriift werden, ob die Mischkammer die eingehenden Fluide homogenisierte
oder periodisch zwischen ihnen umschaltete. Ein Umschalten wére durch Signalspriinge
im UVD-Signal aufgefallen. Die Schwankungen der Signale waren deutlich kleiner als der
absolute Wert des Signals, was aus den Fehlerbalken aus Abbildung 4.9 hervorgeht. Aus
diesem Grund wurde gefolgert, dass die Mischung homogen war.

Zudem wurde festgestellt, dass bei einem Volumenstrom von 1 mL/min die Reaktionszeit
des Sensors maximal 90s (entspricht 1,5 mL geférdert) betrug, welches konsistent mit
dem Ergebnis in Abschnitt 4.2.3 war.

Nach erfolgreicher Feststellung der Homogenitdt wurden die absoluten Konzentrationen

sowohl bei Niedrig-, als auch bei Hochdruck vermessen. Dabei war der Aufbau wie in
Abbildung 4.10 dargestellt. Mit der Mischkammer wurde eine 50 mM GlcNAc-Lésung in
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Abbildung 4.11: Eingestellte und gemessene Reaktantenkonzentration (Summe der
Substrat- und Produktkonzentration). Zulauf: 50 mM GlcNAc gepumpt mit 1,8 mL/min,
es wurden 2,25min gewartet bis die erste Probe entnommen wurde. Hochdruckbereich
(90 MPa bis 102 MPa), Niedrigdruckbereich (7,5 MPa bis 8 MPa)

verschiedenen Verhéltnissen gemischt mit einer 100 mM KP;-Pufferlésung vermischt. Die
mittels HPLC bestimmten Konzentrationen sind in Abbildung 4.11 dargestellt. Samtliche
Konzentrationen waren innerhalb des 10 %-Toleranzbereiches.

Somit wurde zum einen eine hohe Homogenitéat der Mischung, zum anderen eine hohe
Genauigkeit bei dem Verhéltnis der verschiedenen gepumpten Ldsungen gemessen. Aus
diesem Grund wurde der Einsatz der Mischkammer fiir Vermessungen der Reaktionskinetik
als geeignet bewertet.

4.2.5 Umlaufreaktor: Mischzeit und Reaktionsvolumen

Um die Homogenitdt des Reaktionsmediums im Umlaufreaktor zu untersuchen, wurde
die Mischzeit bestimmt. Durch die Untersuchung der Mischzeit kénnen auch zeitliche
Anderungen detektiert und gegebenenfalls aufgelést werden. Wenn die Zeit zwischen den
entnommenen Proben deutlich gréfler als die Mischzeit war, wurde davon ausgegangen,
dass die entnommene Probe représentativ fiir das gesamte Medium im Aufbau war.

Zur Vermessung der Mischzeit wurde der Umlauf wie in Abbildung 4.12 um einen
UVD erweitert.

Da die Durchmischung unter anderem von der Viskositat abhédngt, wurde die Mischzeit
sowohl mit hochreinem Wasser und 20 mM KP;-Puffer (Abbildung 4.13), als auch mit
einer 400 mM GlcNAc-Losung (Abbildung 4.14) durchgefiihrt, um eine Viskositéat dhnlich
zu verschiedenen Reaktionsmedien nachzustellen. Zudem wurde das Volumen in dem
Pufferbehélter variiert, um zu untersuchen, ob das Verhéltnis von diesem Volumen zum
Volumen des restlichen Aufbaus die Mischzeit beeinflusst.

Wie Abbildung 4.13 zeigt, war das Mischverhalten bei den untersuchten Volumina im
Pufferbehélter &hnlich. Daraus wurde geschlossen, dass die Mischung im Behélter selbst
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Abbildung 4.12: Experimenteller Aufbau zur Bestimmung der Mischzeit im Umlaufreaktor.
Bauteile von oben links im Uhrzeigersinn: UHPLC-Pumpe, Festbettreaktor (temperiert),
Kapillare mit 50 gm Innendurchmesser, RDR, UVD, Pufferbehélter mit Magnetrithrer (tem-
periert).
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Abbildung 4.13: Vermessenes normiertes Signal iiber die Zeit. Zu 13,3 mL hochreinem
Wasser im Behélter wurden 3 mal 1mL 20 mM KP;-Puffer zugegeben. Zudem wurden
zu 5,8 mL hochreinem Wasser 2 mal 0,5 mL 20 mM KP;-Puffer zugegeben. Forderrate der
UHPLC-Pumpe: 2mL/min.
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Abbildung 4.14: 400mM GlcNAc mit 1mL 50 mM KP;-Puffer versetzt. Signal nicht
normiert, da zu hohes Rauschen. Die gestrichelte Linie ist der sich bewegende Durchschnitt
aus fiinf Nachbarn. Verwendete Wellenldange: 200 nm bei 2 mL/min.

sehr schnell homogen war und Anderungen des Signals mit der Zeit durch das Volumen
der Kapillaren, Mischkammer, Entgaser und Reaktor des Systems hervorgerufen wurden.

Aufgrund des Uberschwingens des Signals wurden zwei Zeiten berechnet, welche das
Mischverhalten charakterisieren. Die erste Zeit prasentiert den Zeitpunkt, ab welchem
das Signal zum ersten Mal in das 10 %-ige Band um das finale Signal eintrat. Diese Zeit
wurde zu 102s berechnet. Die zweite Zeit wurde als der Wert bestimmt, ab welchem
das Signal in das 10 %-ige Band eintrat und es nicht mehr verlief. Dieser Wert wurde
als 162s ermittelt. Zudem wurde festgestellt, dass die Zeit, bis Anderungen durch den
Sensor detektiert wurden, 75s betrug.

Da das UVD-Signal bei hoher GlcNAc-Konzentration an der Séttigungsgrenze und
somit nicht mehr proportional zur Konzentration war, konnten hier nur qualitative
Aussagen getroffen werden. Zudem wurde ein starkes Rauschen des Detektorsignals
beobachtet, welches genaue Aussagen zusétzlich erschwerte. Es wurde ein bewegender
Durchschnittswert aus fiinf nédchstgelegenen Werten berechnet um das Rauschen zu
reduzieren (gestrichelte Linie in Abbildung 4.14). Wie zuvor festgestellt, trat die erste
Anderungen des Signals zwischen 70sbis 100s auf und das Signal war ab 180s war.

Zusétzlich zur Mischzeit wurde das Gesamtvolumen des Aufbaus ohne den Pufferbe-
hélter bestimmt. Dieses Volumen bestand aus den Kapillaren zu der UHPLC-Pumpe,
dem Degaser, der Mischkammer sowie den Kapillaren zum Druckaufbau und dem RDR.
Es wurde zu 5mL bestimmt. Von diesen 5mL wurde der Grofiteil in den Kapillaren
zur Pumpe, sowie dem Degaser und der Mischkammer ermittelt, da die restlichen Ka-
pillaren und der RDR ein deutlich kleineres Volumen aufwiesen (z.B. 6 - 107 mL in
den Druckaufbau-Kapillaren). Somit war das Volumen des Aufbaus mit 5 mL konstant
zwischen allen Versuchen.
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Die zuvor bestimmten 5 mL Volumen waren konsistent mit den Ergebnissen in Abbil-
dung 4.13. Da der Volumenstrom zu 2 mL/min eingestellt wurde und die Stromung in
den Kapillaren laminar war, betrug die maximale Geschwindigkeit innerhalb des Systems
das Doppelte der mittleren Geschwindigkeit [143]. Somit war zu erwarten, dass nach
1,25 min ( 455};111) die Konzentrationsdnderung den Kapillarenausgang erreicht. Wie
Abbildung 4.13 zeigt, war die Totzeit des Systems 75sbis80s und somit konsistent zu
dem bestimmten Gesamtvolumen des Systems.

4.3 Grundlegende Untersuchungen zu den Reaktionen

Um zu gewihrleisten, dass gemessenen Effekte auf Anderungen in der Reaktionsrate
zuriickzufithren sind, wurden verschiedene Aspekte iiberpriift. Zum Beispiel musste sicher-
gestellt sein, dass das Tragermaterial nicht durch Druck verdndert wurden, da damit eine
Variation der Porengréfien einhergehen wiirde. Auflerdem mussten Diffusionslimitierungen
(Film- und Porendiffusion) ausgeschlossen werden, um aussagekréftige Ergebnisse zu der
Reaktionskinetik zu erhalten.

Wie in der Einleitung geschrieben, wurden in sdmtlichen Versuchen eine Epimerase
(EC 5.1.3.8) aus Pedobacter heparinus und eine Aldolase (EC 4.1.3.3) aus Escherichia
coli K12 verwendet.

4.3.1 Stabilitat des Tragermaterials

Um ein geeignetes Tragermaterial fiir die Immobilisate auszuwahlen, wurde die Parti-
kelgroBenverteilung von unbehandelten, in KP;-Puffer gelagerten und druckbehandelten
(80 MPa fiir 2,5h) Purolite ECR 8204F-Partikeln mittels CamSizer XT von Retsch Tech-
nology GmbH (Haan, Deutschland) untersucht. Abbildung 4.15 zeigt die gemessenen
GroBenverteilungen mit den Regressionskurven (fiir die Regressionen wurden Gaufe-
Glocken angenommen). Die Mittelwerte der Verteilungen betrugen (208,6 + 1,6) um fiir
die unbehandelten, (209,5 + 2,8) um fiir die 24 h gelagerten und (215,2 + 0,8) pum fiir die
druckbehandelten Partikel. Da kein sigifikantrn Unterschied in den Mittelwerten der
unbehandelten und in KP;-Puffer gelagerten Partikel festgestellt wurde, wurde ein An-
schwellen der Partikel in der Losung ausgeschlossen. Im Vergleich zu den unbehandelten
Partikeln wiesen die in KPj-Puffer gelagerten Partikel eine Zunahme von Partikeln mit
einer Grofe von mindestens 300 pum auf. Da die Lage und Form der Glockenkurven der
unbehandelten und gelagerten Partikel dhnlich war, besteht die Moglichkeit, dass die
Partikel im CamSizer XT nicht vollstdndig separiert und so Agglomerate gebildet wurden.
Eine Erhohung des Dispersionsdrucks im CamSizer XT konnte die Agglomerate trennen.
Zudem konnten die aufgenommenen Bilder detailiert auf Agglomerate untersucht werden.

Wegen der dhnlichen Regressionskurven fiir die Verteilung wurden die Partikelpopula-
tionen als dhnlich bewertet. Aus diesem Grund wurden im Folgenden die unbehandelten
Partikel mit den druckbehandelten verglichen.

Die Medianwerte der Verteilungen betrugen 210 ym (unbehandelt) und 216 ym (druck-
behandelt). Mittels der MATLAB®-Funktion ttest2 wurde die Null-Hypothese getestet,
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Abbildung 4.15: Aufgenommene Partikelgré8enverteilungen fiir Purolite ECR 8204F. Durch-
gezogene Linien stellen Regressionskurven dar, fiir welche eine Gauflsche-Glocke angenommen
wurde. ,,Unbehandelte” Partikel wurden direkt vermessen, ,in KP;-Puffer gelagerte* wurden
24 h in 200 mM KP;-Puffer gelagert und ,,druckbehandelte” wurden fiir 2,5h 80 MPa in einem
Festbettreaktor unter Druck gesetzt.

ob beide Verteilungen Stichproben der selben Population darstellen. Diese These wurde
durch ttest2 widerlegt, was bedeutet, dass eine Anderung der Partikel stattgefunden
hat. Da die Anderung im mittleren Durchmesser weniger als 3% betrug, wurden die
Verénderungen fiir die Anwendung in dieser Arbeit als nicht signifikant eingestuft.

Zusétzliche Untersuchungen mittels Rasterelektronenmikroskopie oder Transmission-
elektronenmikrokopie kénnten weitere Aufschliisse iiber die duflere und innere Oberfliche
der Tréger geben [173].

4.3.2 Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit mittels des Festbettreaktors

Da nur die Eingangs- und Austrittskonzentrationen vermessen werden konnten, konnte
der Reaktionsfortschritt nicht innerhalb des Reaktors bestimmt werden. Aus diesem
Grund wurde zur Bestimmung der Reaktionskinetik die Methodik der Anfangsreaktions-
geschwindigkeit verwendet. Hierfiir war es essenziell, dass die sich Konzentrationen linear
mit der Lange des Reaktors d&ndern, um die Reaktionsrate iiber die Konzentration am
Ausgang des Reaktors bestimmen zu kénnen (Abbildung 3.7).

Um zu iiberpriifen, ob die Konzentrationen linear iiber die Lange des Reaktors zu- oder
abnahmen, wurde die Verweilzeit mittels der Flussrate variiert (1,5 mL/min bis 2 mL/min).
Wenn der Reaktionsfortschritt entsprechend klein ist, miissen die Konzentrationen linear
mit steigender Verweilzeit steigen oder fallen.

Da die spezifische Aktivitat der Epimerase hoher als die der Aldolase ist [24, 42],
war es an dieser Stelle ausreichend die Epimerase zu untersuchen. Durch eine hohe
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Abbildung 4.16: Umsatz bei verschiedenen Verweilzeiten. Verwendet wurde ein Reaktorvo-
lumen von 0,21 mL. Erreicht durch Variation der Flussrate bei 1,6 MPa, GlcNAc 1000 mM,
Temperatur 39°C, 1 mM Adenosin triphosphat (ATP) und 1 mM MgCl,. 10 mM KP;-Puffer
(pH 7,50). 58,9 mg Epimerase-Triager-Praparat. Im 2. Achsensystem wurden die normierten
Abweichungen der Messwerte von der linearen Regression eingetragen.

GlcNAc-Konzentration wurde zum einen die Reaktionsgeschwindigkeit maximiert und zu
anderen signifikante Produktkonzentrationen bei kleinen Umsétzen erreicht.

In Abbildung 4.16 sind die gemessenen Umsétze aufgefiithrt. Diese waren stets kleiner als
1,7%. Der Umsatz stieg linear mit der Verweilzeit. Zudem wurde eine lineare Regression
verwendet um die Messpunkte abzubilden und die Abweichung der Messungen mit der
Regression verglichen. Da die Abweichungen zufillig verteilt waren, war die lineare
Regression und damit die Anwendung der Anfangsgeschwindigkeitsmessung geeignet.

4.3.3 Diffusionslimitierung

Um sowohl Film- als auch auf Porendiffusion auszuschliefen, wurde die Epimerase
verwendet, da die Reaktionsrate grofler ist und es daher wahrscheinlicher ist, dass der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Diffusion ist. Da GlcNAc und N-Acetyl-D-man-
nosamin (ManNAc) strukturell sehr dhnlich sind, wurde eine dhnliche Diffusionsrate
angenommen.

Um zu priifen, ob bei dem ersten Reaktionsschritt Filmdiffusion auftrat, wurden zwei
Reaktoren unterschiedlicher Lange verwendet (3 cm und 5 cm). Die Flussrate wurde dabei
variiert, sodass die Verweilzeit konstant gehalten wurde (0,4 mL/min und 0,666 mL/min).
Die Substratlosung beinhaltete 180 mM GlcNAc, sowie 1 mM ATP und 1 mM MgCls. In
den Reaktoren befanden sich 42,3 mg (im 3 cm-Reaktor) sowie 110 mg (im 5 cm-Reaktor)
Immobilisat. Zur Bewertung wurde die Konzentration von ManNAc verwendet, welche
(22,5+0,1) mM und (22,6 + 0,1) mM betrug (gemessen in Triplikaten). Dies stellte einen
Umsatz von jeweils 12,5 % dar. Sollte eine Limitierung durch Filmdiffusion vorhanden
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gewesen sein, ware der Umsatz bei hoheren Stromungsgeschwindigkeiten hoher, da
die Grenzschichtdicke reduziert gewesen wére. Da dies nicht der Fall war, wurde eine
Filmdiffusionslimitierung ausgeschlossen.

Es fallt auf, dass, obwohl der zweite Reaktor ,nur“ 66 % langer ist, mehr als das
doppelte an Immobilisat verwendet wurde. Somit ist die Konzentration des Immobilisates
im 5 cm-Reaktor hoher (314 gr/L vergleichen mit 202 gr,/L). Aufgrund der erhéhten
Enzymkonzentration ware ein hoherer Umsatz zu erwarten gewesen. Es wird vermutet,
dass das Stromungsprofil in den beiden Reaktoren unterschiedlich war und der 5cm-
Reaktor ein hoheres Totvolumen und somit eine geringere Verweilzeit aufwies.

Porendiffusion wurde iiberpriift, indem der 3 cm-Reaktor entleert und die Partikel
zerkleinert wurden. Bei der Verwendung von gemorserten Partikeln betrug die Konzentra-
tion von ManNAc (31,1 +0,2) mM (der Umsatz betrug 17,2 %). Da diese deutlich héher
als die mit den grofleren Partikeln war, wurde davon ausgegangen, dass Porendiffusionsli-
mitierung vorlag. Dies wurde weiter bestétigt, indem die Kinetik mit nicht behandelten
und zerkleinerten Partikeln unter Hochdruck aufgenommen wurde (Abbildung 4.17).
Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der spezifischen Aktivitit. Zwar wurde auch
die Flussrate und somit die Verweilzeit variiert, diese wurde jedoch um 11 % erhoht,
wéahrend die gemessenen spezifischen Aktivitdten um einen Faktor von 1,5 variierten.
Wire die Reaktion nicht diffusionslimitiert und die Erhéhung der spezifischen Aktivitét
nur auf die reduzierte Flussrate zuriickzufithren, wére ein Faktor von 1,11 zu erwarten
gewesen. Somit war eine Limitierung durch Porendiffusion wahrscheinlich und die Partikel
wurden in allen folgenden Experimenten, sofern nicht anders angegeben, zerkleinert. Um
Randgéngigkeit in Festbettreaktoren vorzubeugen sollten die Durchmesser der Partikel
deutlich kleiner als der Durchmesser des Reaktors sein [174].

Durch das Zerkleinern der Partikel mittels Morser wurde auch die Oberflache erhoht.
Da die Epimerase vor der Zerkleinerung der Partikel immobilisiert wurden, konnten keine
Enzyme an der neu generierten Oberfliche vorliegen. Aus diesem Grund ist die Erh6hung
der vorhandenen Oberflache fir die Aktivitat irrelevant und die Erhohung der Aktivitit
muss durch Porendiffusion begriindet werden.

4.3.4 Vermessung des Schmelzpunktes der Enzyme

Da einige Arbeitsgruppen von irreversiblen Effekte durch die Einwirkung von Druck
auf Enzyme berichten [89], wurde der Schmelzpunkt als Ma$ fiir eine Strukturdnderung
untersucht. Dieser beschreibt die Temperatur, bei welcher die Hélfte der Enzyme in der
nativen Struktur und die andere Hilfte entfaltet vorliegt [175].

Mit dem Messgerdt Andromada von NanoTemper (Miinchen, Deutschland) werden
Anderungen in der Fluoreszenz bei 670 nm detektiert.

Um von Druck verursachte, irreversible Anderungen in der Stabilitit der Enzyme
zu untersuchen, wurde der Schmelzpunkt ohne und mit Vorbehandlung durch Hoch-
druck verglichen. Die Vorbehandlung stellte dabei das Fordern der Enzymlosung (jeweils
10 mg/mL) durch den Aufbau ohne Reaktor dar (0,2mL/min bei 115 MPa und Umge-
bungstemperatur). Dies bedeutete einen schnellen Druckanstieg innerhalb der Pumpe und
anschlieende graduelle Abnahme des Drucks iiber die verbauten Kapillaren. Aufgrund
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Abbildung 4.17: Aufgenommene spezifische Aktivitdt von unbehandeltem und zerkleiner-
tem Epimerase-Immobilisat bei 115 MPa, verwendet wurde ein Reaktorvolumen von 0,21 mL.
Temperatur 39°C, 1mM ATP und 1mM MgCly. 10mM KP;-Puffer (pH 7,50). 58,9mg
unbehandeltes Epimerase-Trager-Priaparat (mit 2 mL/min) und 55,0 mg mittels Morser zer-
kleinertes Epimerase-Tréger-Praperat (mit 1,8 mL/min).

Tabelle 4.1: Vermessene Schmelzpunkte [°C| der freien Enzyme ohne und mit Druckbe-
handlung. Durchgefiihrt wurde eine 4-fach-Bestimmung.

Vorbehandlung
keine Druck

Epimerase 58,40 +0,03 59,12 + 0,05
Aldolase  88,17+0,17 87,99 + 0,20

des geringen Volumens, welches unter Hochdruck steht, wurde die Enzymlosung insgesamt
weniger als 1 min druckbehandelt.

Gelagert wurden die Enzyme in 10 mM KP;-Pufferlésung bei einem pH-Wert von 8,00.

Die Schmelzpunkte sind in Tabelle 4.1 festgehalten. Es wurde festgestellt, dass bei
der Epimerase der Schmelzpunkt aufgrund des Drucks irreversibel um (0,72 +0,06) °C
erhoht wurde. Aufgrund der 4-fach-Bestimmung wird dieser Effekt zwar als statistisch
signifikant bewertet, stellt fiir die Reaktorfithrung aufgrund der geringen Erhohung keine
signifikante Verbesserung dar. Bei der Aldolase konnte keine Schmelzpunktverschiebung
festgestellt werden.

Bei beiden Enzymen besteht die Moglichkeit, dass durch eine Verldngerung der Vorbe-
handlung stérkere Verdnderungen im Schmelzpunkt erreicht werden.
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4.4 Aldolase

Da die Gleichgewichtsverschiebung der Aldolase (2-zu-1-Reaktion) eine grundlegende
Arbeitshypothese darstellte, wurde diese zuerst untersucht. Um den gefundenen Einfluss
des Drucks auf die Lage des Gleichgewichts zu erkléren, wurden anschliefend die kine-
tischen Parameter unter Niedrigdruck und unter Hochdruck bestimmt. AbschlieBend
wurde mittels der Haldane-Beziehung aus den bestimmten kinetischen Parametern die
daraus resultierende Gleichgewichtskonstante berechnet und die Konsistenz zu der direkt
vermessenen Gleichgewichtskonstanten gepriift.

4.4.1 Gleichgewicht

Als Maf fiir die Lage des Gleichgewichts wurde die Gleichgewichtskonstante und nicht
der Gleichgewichtsumsatz verwendet, da der Gleichgewichtsumsatz von dem Substratver-
héltnis abhéngt. Da die Gleichgewichtskonstante nur von der Temperatur, dem Druck
und der Anderung der freien Gibbs-Energie abhingig ist, ist sie unabhingig von dem
Substratverhéltnis (Gleichung (3.61)).

Um die Lage des thermodynamischen Gleichgewichts zu bestimmen, wurde der entwi-
ckelte Umlaufreaktor verwendet.

Eine vollstdndige Deaktivierung der Enzyme konnte ausgeschlossen werden, indem
dasselbe Festbett fiir Versuche an verschiedenen Tagen verwendet wurde (Abbildung 4.18)
und indem in einzelnen Versuchen der Druck direkt verdndert wurde, nachdem das
Gleichgewicht erreicht wurde.

Es konnte eine Erhohung der Gleichgewichtskonstanten mit Druck erreicht werden
(Abbildung 4.18). Diese Abhéngigkeit wurde durch zwei unterschiedliche Methoden fest-
gestellt: Zum einen wurden verschiedene Experimente bei jeweils einem konstanten Druck
durchgefithrt. Zum anderen wurde innerhalb eines Experiments der Druck nach erreichen
des Gleichgewichtes verindert, was zu einer direkten Anderung der Konzentrationen
fiihrte (angedeutet durch die Pfeile in Abbildung 4.18). Letzteres war in Ubereinkunft
mit dem Prinzip von Le Chatelier.

Die in Abbildung 4.18 verwendete Regressionsfunktion ist entsprechend Gleichung (3.66)
ein exponentieller Zusammenhang zwischen der Gleichgewichtskonstanten und dem Druck.

Dass die Gleichgewichtskonstante mit dem Druck anstieg, bedeutete eine Reduktion des
molaren Volumens zwischen ManNAc und Pyr im Vergleich zu N-Acetylneuraminsdure
(NeubAc). Mittels der Regressionsfunktion (Gleichung (3.62)) wurde die Volumenédnderung
zu (-16,0 £ 1,2) mL/mol bestimmt. Die Gleichgewichtskonstante beim Referenzdruck
wurde zu (20,9 + 0,9) L/mol und bei Hochdruck zu (43,9 + 3,0) L/mol berechnet. Da die
Abweichungen der Messwerte und der Regressionsfunktion zuféllig verteilt waren, wurde
auf eine Ubereinstimmung von Theorie und den gemessenen Werten geschlossen. Aus
diesem Grund wurden Mischungseffekte, welche die Aktivitatskoeffizienten (vy;) verdndern,
vernachlissigt. Somit wurde die Annahme, dass die Gleichgewichtskonstante durch die
Verwendung von Konzentrationen berechnet werden konnte, bestéatigt.

Einige Autoren verwenden erweiterte Gleichungen um die Abhéangigkeit der Gleich-
gewichtskonstanten von Druck abzubilden [73, 78|. Hierbei wird angenommen, dass
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Abbildung 4.18: Anderung der Gleichgewichtskonstante mit dem Druck. Es wurden 100 mM
ManNAc und 250 mM Pyr verwendet. Bei einem Versuch bei Niedrigdruck wurden 100 mM
ManNAc und Pyr eingesetzt. Temperatur: 41 °C, Sdule: 0,7 mL Innenvolumen, Flussrate:
1,5mL/min und ein Volumen im Pufferbehilter von 2mL (gewogen und mit Messzylinder),
272,3 mg Aldolase-Tréger-Préaparat. Die Pfeile zeigen an, wenn die Lage des Gleichgewichts
mit dem selben Reaktor bei verschiedenen Driicken unmittelbar nacheinander bestimmt
wurde. Im 2. Achsensystem ist jeweils der Arkustangens der normierten Fehler gegen den
Druck aufgetragen.

Komponenten kompressibel sind und so das molare Volumen vom Druck abhéingig ist.
Da das verwendete Modell mit zwei Parametern den Verlauf der Messwerte wiedergab,
wurde auf weitere Parameter verzichtet.

Die Grolenordnung der Volumenédnderung war vergleichbar mit anderen Reaktionen,
welche in der Literatur beschrieben sind: Vila-Real und Mitarbeiter untersuchten die
enzymatische Umsetzung von p-Nitrophenyl-3-D-glucopyranose bis 200 MPa und stell-
ten Volumendnderungen um 64 mL/mol fest [73]. Bruins und Mitarbeiter mafien eine
Erhohung des molaren Volumens von 2,4 mL/mol fiir die enzymatische Synthese von Oli-
gosacchariden [77]. Die Entfaltung von Proteinen ist in der Grofienordnung —100 mL/min
[87].

Um weiter zu iiberpriifen, ob die berechnete Groflenordnung realistisch ist, wurde als
weiterer Vergleichswert das molare Volumen von Wasser berechnet. Das molare Volumen
von Wasser betriagt bei Umgebungsbedingungen ca. 18 mL/mol.

Andersen und Grgnlund verwendeten die Abschétzung von Le Noble, dass das molare
Volumen je gebildeter atomarer Bindung um ca. —10 mL/mol gedndert wird [92].

Da bei der industriellen Produktion der Umsatz ausschlaggebend ist, wurde im Folgen-
den der gemessene Umsatz mit dem Umsatz verglichen, welcher mittels Gleichung (3.67)
und den thermodynamischen Parameter (Ky und AV') berechnet wurde. Die in Ab-
bildung 4.19 dargestellte Kurve ist die Auswertung von Gleichung (3.67) bei verschie-
denen Driicken. Aufgrund der Ubereinstimmung von den gemessenen Umsétzen und
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Abbildung 4.19: Gemessener Gleichgewichtsumsatz und aus der Gleichgewichtskonstante
berechneter. Gezeigt sind die gleichen Experimente, die auch in Abbildung 4.18 ausgewertet
wurden. Die durchgezogene Linie ist der simulierte Verlauf des Gleichgewichtsumsatzes
mittels der zuvor bestimmten Daten fir Ky und AV.

Gleichung (3.67) wurde die Gleichung als anwendbar bewertet und fiir spatere Wirtschaft-
lichkeitsanalysen verwendet.

Zudem wurde aus der Ubereinstimmung der Werte (direkt vermessener Umsatz und
mittels Gleichgewichtskonstante berechneter Umsatz) deutlich, dass die Konzentrationen
aller Reaktanten konsistent vermessen wurden. (Bei dem vermessenem Umsatz wurde
nur die vermessene Konzentration von ManNAc verwendet, wiahrend bei der berechneten
Gleichgewichtskonstante ManNAc, Pyr und Neu5Ac berticksichtigt wurden.)

Die meisten der in Abbildungen 4.18 und 4.19 gezeigten Messergebnisse wurden bei
der Verwendung von einem Substratverhéltnis von 2,5 gemessen. Mittels Gleichung (3.67)
wurde der Gleichgewichtsumsatz fiir ein Verhéltnis von 1:1 berechnet und betrug 50,7 %.
Experimentell bestimmt wurden die Umséatze 50,7 % und 51,4 %.

Zum Vergleich mit anderen Forschungsergebnissen wurde die Gleichgewichtskonstante
bei Referenzdruck herangezogen ((20,9+0,9) L/mol). Haufig wurden Werte von 28,7 L/mol
bis 29,4 L/mol bei verschiedenen Temperaturen (25°Cbis 50 °C) veroffentlicht [41, 47,
176]. Groher und Hoelsch haben bei 30°C und pH 7,5 eine Gleichgewichtskonstante
von (20,7 £+ 4,1) L/mol experimentell und (21,7 + 1,3) L/mol per Haldane-Beziehung
bestimmt [43]. Hooks und Mitarbeiter erreichten einen Umsatz von 97 %, was eine
Gleichgewichtskonstante von 32,7 L/mol bedeutet [47].

Da ein Unterschied von 20 L/mol bis 29 L/mol eine Erhéhung des Gleichgewichtsum-
satzes von 77,5 % auf 82,8 % bedeutet, ist dies eine signifikante Anderung, die weiter
untersucht werden sollte.
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4.4.2 Kinetik

Fiir die Reaktionskinetik der Aldolase wurden mehrere Modelle fiir die Reaktionskine-
tik veroffentlicht und diskutiert (Abschnitt 3.1.3). Diese unterscheiden sich nur, wenn
ManNAc und Pyr bei der Reaktion anwesend sind (Hinreaktion). Bei der Riickreaktion
(ausschliefllich NeubAc vorhanden) vereinfachen sich die Geschwindigkeitsausdriicke zu
demselben Ausdruck (Gleichung (3.6)).

Die Reaktionsrate wurde mittels des Festbettreaktors bei Niedrig- und Hochdruck
bestimmt. Anhand der Messdaten der Hinreaktion wurde ein Geschwindigkeitsausdruck
fiir die Reaktionskinetik gewéhlt.

Hinreaktion

Fiir die Auswertung wurden drei Modelle fiir die Reaktionsgeschwindigkeit verwendet,
welche aus der Literatur bekannt sind. Bei der Bestimmung der kinetischen Parameter
wurden die Konzentrationen von ManNAc und Pyr unabhéngig voneinander variiert und
alle Daten zur Regression zeitgleich verwendet (Abbildung 4.20). Als Geschwindigkeits-
ausdruck ist exemplarisch der ,rapid-equilibrium“-Ansatz nach Groher und Mitarbeitern
verwendet worden.

Zwei Messwerte bei Hochdruck wurde als Ausreifier deklariert und aus weiteren Ana-
lysen entfernt, da die Reaktionsrate deutlich héher als die Reaktionsrate bei dhnlichen
Konzentrationen war. Um diese Entfernung zu beurteilen, wurden die Abweichungen
zwischen der Regressionskurve und den Messwerten in einem Quantil-Quanti-Diagramm
(QQ-Diagrammen) dargestellt (Abbildung 4.21). Bei einer passenden Regression sollten
die Abweichungen normal-verteilt sein, was zu Geraden im QQ-Diagramm fithrt [177].
Die Regression wurde einmal unter Berticksichtigung aller Messwerte und einmal ohne die
deklarierten Ausreifler durchgefiihrt und die jeweiligen Abweichungen in QQ-Diagrammen
dargestellt (Abbildung 4.21a und Abbildung 4.21b). Es ist zu erkennen, dass bei der
Verwendung von allen Messwerten die Abweichungen weiter von der Gerade entfernt
sind als bei dem reduzierten Datensatz. Somit wurde die Deklaration als gerechtfertigt
angesehen und dieses Paar bei den weiteren Betrachtungen entfernt.

Die aus den Messdaten berechneten kinetischen Parameter sind in Tabelle 4.2 aufgelis-
tet.

Hierfiir steht ,steady-state” fiir den Geschwindigkeitsausdruck nach Gleichung (3.15),
wrapid-equilibrium® fir Gleichung (3.17) und ,MM-2Sub® (kurz fiir Michaelis-Menten-2-
Substrat) fir Gleichung (3.18)

Bei dem Geschwindigkeitsausdruck mit ,steady-state“ Ansatz fiel auf, dass die Konfi-
denzintervalle aller Parameter deutlich gréfier als die Werte selbst waren (z.B. (0,23 +
2,10) mol/L). Bei Niedrigdruck wies K}, einen Wert von (0,0 + 1,9) mol/L auf. Wird
0mol/L als K}, verwendet, vereinfacht sich das Modell um einen Parameter und ist iden-
tisch zu dem ,rapid-equilibrium*“-Ansatz von Groher und Mitarbeitern (Gleichung (3.17)).
Aus diesem Grund wurden die grofien Konfidenzintervalle mit einer Uberanpassung durch
zu viele Parameter erklart. Bei Hochdruck waren die Werte fiir K Jl\i[ und Kf (ohne Konfi-
denzintervalle) sehr klein, was weiterhin eine Uberanpassung bedeuten konnte. Aufgrund
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Abbildung 4.20: Reaktionsrate der Aldolase bei verschiedenen Konzentrationen und Drii-
cken. Die eingezeichneten Fliachen sind die Regressionsfunktionen fiir die Reaktionskinetik
nach dem ,rapid-equilibrium“-Ansatz. Die Linien von den Messwerten zur Regressionsfldche
sind visuelle Hilfslinien. Bei 0,4 mol/L Pyr betrug die Flussrate 1,5 mL/min. Bei 0,2 mol/L
ManNAc betrug die Flussrate 2 mL/min. Generell: Temperatur 40 °C, 100 mM KP;-Puffer,
pH 7,50, 179,8 mg Aldolase-Triger-Priparat, Reaktorvolumen 0,70 mL. Nach Anderungen
der Reaktionsbedingungen wurden 3 min bzw. 3,5 min gewartet, bevor die néchste Probe
entnommen wurde.
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Abbildung 4.21: QQ-Diagramme mit und ohne die deklarierten Ausreifer.

Tabelle 4.2: Kinetische Parameter der Hinreaktion der Aldolase nach verschiedenen Modellen.
Messdaten aus Abbildung 4.20. Enzymbeladung 0,074 gg /gy -

steady-state (2,0+0,1) MPa

(115,0 + 5,8) MPa

K [mol/L] 0,23 +2,10
KY [mol/L] 0,0+1,9
KY [mol/1] 0,91 + 2,00
Qsp,maz [Hmol/min/gry] 651 + 3400
R? 0,9573
RMSE [mol/min/gr] 24-107°

0,342 + 0,700
0,019 + 0,510
0,025 + 0,290
657 + 850
0,9786
12-107°6

MM-2Sub (2,0£0,1) MPa (115,0 + 5,8) MPa
KM [mol/1] 0,28 + 0,12 0,35 + 0,12
KY [mol/1] 0,050 + 0,018 0,023 + 0,004
Aspmaz [Hmol/min/gry] 740 £ 170 660 + 140
Aspmaz [pmol/min/gg]  (10,0+2,3)-10>  (8,9+1,9)-10°
R? 0,9571 0,978 6
RMSE [mol/min/gry] 24.107° 11-1076

rapid-equilibrium (2,0+0,1) MPa

(115,0 = 5,8) MPa

KM [mol/L)] 0,23+0,11
KL [mol/L] 0,091 + 0,045
Aspmaz [pmol/min/gry] 650 + 150
Aspmaz [pmol/min/gg] (8,8 +2,0)- 103
R? 0,9573
RMSE [mol/min/gm] 24.1076

0,320 + 0,120
0,037 + 0,010
630 + 130
(8,5+1,8)-10%
0,9786
11-1076
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4.4 Aldolase

der hohen Unsicherheiten in den einzelnen Werten, wurde an dieser Stelle keine Effekt
von Druck auf die einzelnen kinetischen Parameter interpretiert.

Sowohl fiir den Michaelis-Menten-Ansatz als auch fiir das Modell von Groher wiesen die
einzelnen Parameter deutlich kleiner Konfidenzintervalle auf. Zudem wurden die gleichen
Trends in den einzelnen Parametern festgestellt. Zum Beispiel stieg Kﬂl\g mit Erhohung
des Drucks. Der Wert von Kjl\j/[ dagegen sank. Dies bedeutete, dass die Affinitdt von
ManNAc zur Aldolase bei Hochdruck niedriger war als bei Niedrigdruck. Die Werte fiir
KJI\D/[ sanken in beiden Félle auf 40 % des Ausgangswertes, was eine deutliche Erhohung
der Affinitdt bedeutet.

Da der ,rapid-equilibrium“-Ansatz auf Erkenntnissen des Reaktionsmechanismus auf-
baut (Pyr bindet vor ManNAc am aktiven Zentrum), ist dieser Ansatz dem 2-Substrat-
Michaelis-Menten-Ansatz vorzuziehen und wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit
verwendet.

Eine alternative Darstellung der drei-dimensionalen Abbildung 4.20 ist in den zwei-
dimensionalen Abbildungen 4.22a und 4.22b gegeben.

Hierbei ist die Konzentration eines Substrates konstant und nur die andere variiert (z.B.
Pyr bei 400 mM und ManNAc variiert). Wie auch in Abbildung 4.20 ist der Geschwin-
digkeitsausdruck nach dem ,rapid-equilibrium“-Ansatz (Gleichung (3.17)) verwendet
worden.

In Abbildung 4.22a fillt auf, dass sich die Vertrauensintervalle der Regressionen fiir
Umgebungs- und Hochdruck iiberschneiden. Dies war auch in den berechneten Parametern
fiir K3} zu erkennen ((0,23 +0,11) mol/L und (0,32 + 0,12) mol/L).

Aufgrund der Abweichung der spezifischen Aktivitat fiir die ManNAc-Konzentrationen
336 mM und 426 mM bei Umgebungsdruck bestand die Moglichkeit von Messfehlern.
Wurden auch diese Messergebnisse als Ausreifler deklariert und die Regression erneut
durchgefiihrt, wurde K Al\f[ zu (0,34 £ 0,30) mol/L bestimmt. Aufgrund des grolen Vertra-
unsintervalls wurden die Messwerte weiterhin beriicksichtigt. Weiterhin war zu beachten,
dass die Pyr-Konzentration nicht konstant war. Dies fiihrt in der vereinfachten Darstel-
lung zu Ungenauigkeiten, weshalb die drei-dimensionale Ansicht in Abbildung 4.20 der
zwei-dimensionalen Ansicht vorzuziehen ist.

Wihrend der Trend der Reduktion von K7, in Abbildung 4.22b erkennbar ist ((0,091 +
0,045) mol/L zu (0,037 + 0,010) mol/L), koénnen die kinetischen Parameter nicht ohne
weiteres aus der Abbildung bestimmt werden. Nur bei einem Geschwindigkeitsausdruck
nach Michaelis-Menten wére dies analog zu Abbildung 3.4 moglich.

Welcher physikalische Effekt die reduzierte Affinitdt von ManNAc und gesteigerte
Affinitdt von Pyr erklart, konnte in diesem Rahmen nicht beantwortet werden. Denkbar
ware, dass das aktive Zentrum der Aldolase unter Hochdruck besser zugénglich war und
dies die gesteigerte Affinitét von Pyr erklért. Wenn dies der Fall wire, hitte die Affinitat
von ManNAc auch erhéht sein miissen.

Aus der UHPLC-Analytik ist bekannt, dass eine Verdnderung des molaren Volumens
aufgrund von Hochdruck méglich ist [169].
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Abbildung 4.22: Sperzifische Aktivitdt der Aldolase in Abhéngigkeit verschiedener ManNAc-
oder Pyr-Konzentrationen. Sonstige Bedingungen wie Abbildung 4.20
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4.4 Aldolase

Um zu untersuchen, ob Hochdruck irreversible Effekte zur Folge hatte, wurde direkt im
Anschluss der selbe Reaktor verwendet, welcher auch in einem Versuch von Abbildung 4.20
verwendet wurde.

Hierfiir wurden 100 mM ManNAc und 400 mM Pyr bei Driicken bis 46,1 MPa. Die erhal-
tenen Aktivitdten wiesen Werte von 79 pmol/min/gr bis 162 pmol/min/gr,. bei Driicken
bis 46,1 MPa auf. Die in Abbildung 4.20 gezeigten Werte weisen fiir diese Konzentrationen
Werte von 135 pumol/L/gr(bei 2 MPa) und 100 gmol/min/gr. (bei 115 MPa) auf. Somit
wurden irreversible Effekte durch Druck ausgeschlossen.

Um die Groflenordnung der spezifischen Aktivitdt der verwendeten Aldolase einzuord-
nen, wurden Daten aus der Literatur auch von anderen Aldolasen und Betriebsweisen
der Reaktoren herangezogen.

Die untersuchte Aldolase zeigte eine geringere spezifische Aktivitéat als andere freie
Aldolasen 12,7-10? ymol/min/g [176], 76-10% zmol/min/g [44]. Verglichen mit anderen, im-
mobilisierten Aldolasen, waren die spezifischen Aktivitdten in der gleichen Gréfienordnung:
590 pmol/min/gr. [47] und hoher als andere Aldolasen 69 pmol/min/gr, [46].

Wiéhrend der Wert fiir K Al\g in der gleichen Groflenordnung zu anderen Veroffentli-
chungen mit freien Enzymen lag ((141 + 8) mM) [43], war der gemessene Wert fiir Pyr
mit 91 mM deutlich hoher als 2,25 mM [43]. Andere Gruppen haben fiir K} Werte von
220mM bis 287 mM und fiir K}, von 22mM bis 206 mM berichtet [44].

Riickreaktion

Da die Untersuchungen zur Riickreaktion nur mittels NeuS5Ac durchgefithrt wurden,
vereinfachte sich der Geschwindigkeitsausdruck zu der Michaelis-Menten-Gleichung;:

CN

N 4.5
KJIE"'CN ( )

U = Umax

Dieser Ausdruck wurde entsprechend fiir die Regression verwendet. Bei der Hinreaktion
wurde deprotonierte Brenztraubensiure (Pyr) verwendet, wodurch der pH-Wert der
Losung nicht beeinflusst wurde. In den Untersuchungen zur Hinreaktion wurde entspre-
chend deprotoniertes NeubAc gebildet, welches den pH-Wert nicht verdndert. Bei den
Versuchen zur Riickreaktion wurde Neu5Ac verwendet, welches in protonierter Form
vorlag, sodass der pH-Wert auf 2 reduziert wurde. Aus diesem Grund wurden deutlich
hohere Pufferkonzentrationen (200 mM) verwendet als bei den Versuchen zur Hinreaktion
(100 mM), wodurch ein potentieller systematischer Fehler entstand. Des Weiteren wurde
die Losung anschliefend mittels NaOH auf einen pH-Wert von 7,19 neutralisiert. Da in
den Chromatogrammen das Signal von KP;-Puffer und Neu5Ac {iberlagerten, wurden fir
diese Auswertung die mittels der Mischkammer eingestellten Konzentrationen fiir NeubAc
verwendet. (Bei vorherigen Versuchen wurden stets die gemessenen Konzentrationen
verwendet. )

Tabelle 4.3 listet die gemessenen kinetischen Parameter auf, welche mittels der Reakti-
onsgeschwindigkeit (Abbildung 4.23) berechnet wurden.

Es wurde sowohl eine Reduktion in der Michaelis-Menten-Konstante, als auch der
maximalen spezifischen Aktivitdt festgestellt. In den 70er Jahren haben einige Autoren
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.3: Kinetische Parameter der Riickreaktion der Aldolase. Reaktionsbedingungen
in Abbildung 4.23.

(2,5+0,4)MPa (48 +3)MPa (93 +14) MPa

KL, [mol/L] 0,650 0,295 0,530 +0,093 0,365 + 0,260
Qspmaz [pmol/min/gry] 743 + 230 670+ 165 403 £ 170
R? 0,976 2 0,9841 0,893 4
RMSE [mol/min/gr] 12-107° 8,9-107° 19-107°
E E3
o0
= 300
£ .
B X
g 200 |- (48 £3) MPa .
b
P (93 +14) MPa
% 100 ;
i
U%' 0 | | | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 350 400

NeubAc [mM]

Abbildung 4.23: Reaktionsrate der Riickreaktion der Aldolase mit Regressionskurve bei
verschiedenen Driicken. Bedingungen: Reaktorvolumen: 0,35 mL, 40°C, 129,7 mg Aldolase-
Trager-Praparat, Flussrate 1,0 mL/min bei Niedrigdruck und sonst 0,9 mL/min, 200 mM
KP;-Puffer (urspriinglich pH 7,50) mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,19 justiert.
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4.4 Aldolase

Druck wie einen Inhibitor behandelt, die Michaelis-Menten-Gleichung entsprechend
angepasst und Lineweaver-Burk-Diagramme produziert [80, 178, 179]. Auch in aktuellen
Veroffentlichungen wurde der Einfluss von Druck auf kinetische Parameter dhnlich wie
die Wirkung von Inhibitoren beschrieben [74]. Mit die vorliegenden Daten wurde kein
passender Inhibierungstyp (kompetitiv, nicht-kompetitiv oder unkompetitiv) festgestellt.

Unter Kenntnis der kinetischen Parameter fiir Hin- und Riickreaktion wurden mittels der
Haldane-Beziehung die Lage des Gleichgewichts fiir Niedrig- und Hochdruck bestimmt.
Dabei wurden die kinetischen Parameter des ,rapid-equilibrium“-Ansatz verwendet
(Tabelle 4.2). Berechnet wurde eine Gleichgewichtskonstante von (27,2 + 24,7) L/mol
fiir Niedrigdruck und (48,2 + 46,8) L/mol bei Hochdruck. Die hohe Unsicherheit in
beiden Werten wird durch die Fehler in allen fiinf Parametern erklért, welche in die
Fehlerfortpflanzung eingingen und entsprechend summiert wurden. Gleichzeitig wurde
beobachtet, dass die Werte der Gleichgewichtskonstanten sehr gut mit den Literaturwerten
fiir Umgebungsdruck (27 L/mol) und den gemessenen Werten fiir Hochdruck ((43,9 +
3,0) L/mol) tibereinstimmten (Abschnitt 4.4.1).

Um genauere Werte fiir Kjl\\} zu erhalten sollten Substratkonzentrationen bis zu einem
vielfachen von Kj; verwendet werden [122]. Hierbei wird die Einstellung des pH-Wertes
die Hauptherausforderung darstellen.

Zusammenfassung: Kinetik

Bei der alleinigen Betrachtung der kinetischen Parameter der Hinreaktion wurden die Ge-
schwindigkeitsausdrucke von 2-Substrat-Michaelis-Menten und dem ,,rapid-equilibrium®-
Ansatz als gleichwertig identifiziert. Es liefert jedoch nur das Model nach dem ,rapid-
equilibrium“-Ansatz konsistente Daten zum Reaktionsgleichgewicht, da bei dem 2-
Substrat-Michaelis-Menten-Ansatz mit Riickreaktion der Wert fiir die Gleichgewichtskon-
stante von den initialen Konzentrationen abhingt.

Zudem verwendet der ,rapid-equilibrium“-Ansatz Kenntnisse aus dem Reaktions-
mechanismus, weshalb dieser Ausdruck fiir die Reaktionsgeschwindigkeit vorzuziehen
ist.

Das Modell nach dem ,steady state“-Ansatz wies aufgrund zusétzlicher kinetischen
Parameter hohe numerische Unsicherheiten auf und wurde deshalb nicht weiter bertick-
sichtigt.

Aus diesen Griinden wurde im weiterem Verlauf dieser Arbeit das Modell mittels
yrapid-equilibrium“-Ansatz verwendet.

4.4.3 Zusammenfassung

Die Lage des Gleichgewichts der Aldolase konnte positiv durch Hochdruck beeinflusst wer-
den, was auf eine Reduzierung des molaren Volumens zwischen den Reaktanten ManNAc,
Pyr und NeubAc zuriickgefithrt wurde. Aus diesem Grund stieg der Gleichgewichtsumsatz
von 79 % auf 88 % bei sonst identischen Reaktionsbedingungen an. Fir diese Untersu-
chungen wurde der entwickelte Umlaufreaktor verwendet. Die Probenentnahme erfolgt
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4 Ergebnisse

wahrend die Reaktion Hochdruck ausgesetzt war aus dem Pufferbehélter, welcher unter
Umgebungsdruck stand.

Der Geschwindigkeitsausdruck nach dem ,rapid-equilibrium*“-Ansatz (Gleichung (3.17))
stellte sich fiir die Beschreibung der Reaktionskinetik als geeignet heraus. Mit den
berechneten kinetischen Parametern konnte mittels der Haldane-Beziehung die Lage des
Gleichgewichts konsistent zu den vorherigen, direkt vermessenen Ergebnissen berechnet
werden.

Besonders hervorzuheben war hierbei die Affinitdt von Pyr zu der Aldolase, welche
mit dem Druck deutlich stieg.

4.5 Epimerase

Auch fiir die Epimerase wurden die kinetischen Parameter sowie die Lage des Gleichge-
wichts bei Niedrig- und Hochdruck bestimmt. Aufgrund der héheren Reaktionsrate und
des niedrigen Gleichgewichtsumsatzes wurden die kinetischen Parameter sowohl tiber
die Methodik der Anfangsreaktionsrate, als auch iiber das zeitliche/6rtliche Integral der
Reaktionsrate bestimmt.

4.5.1 Kinetik

Die kinetischen Parameter wurden fiir den Geschwindigkeitsausdruck in Abschnitt 3.1.2
berechnet.

Wie bei den kinetischen Untersuchungen der Aldolase (Abschnitt 4.4.2) wurden Hin-
und Riickreaktion getrennt voneinander analysiert. Der Geschwindigkeitsausdruck nahm
in diesem Fall die Form einer Michaelis-Menten-Kurve an, welche fir die Regression
verwendet wurde.

Hinreaktion

In Abbildung 4.24 sind die berechneten Reaktionsraten in Abhéngigkeit der GlcNAc-
Konzentration bei verschiedenen Driicken dargestellt. Die berechneten kinetischen Pa-
rameter sind in Tabelle 4.4 aufgefithrt. Aus dem Vertrauensbereich in Abbildung 4.24,
sowie aus den starken Uberschneidungen der Konfidenzbereiche wurde geschlossen, dass
kein signifikanter Einfluss durch den Druck auf die Reaktionskinetik der Hinreaktion
vorhanden waren. Nach Gleichung (1.1) beeinflusst die Anderung des molaren Volumens
vom Ausgangs- zum Ubergangszustand ( AVi) die kinetische Reaktionskonstanten. Da
keine Anderung festgestellt wurde, wurde AV* » 0mL/mol bestimmt. Der von Wang
und Mitarbeitern vorgeschlagene Reakitonsmechanismus beinhaltet die Offnung des
Zuckerrings zu einem Aldehyd [125].

Andersen und Grgnland haben die Mutarotation von a-Glucose (a-Glc) zu S-Glucose
(8-Glc) untersucht und ein negatives Aktivierungsvolumen mit einem Aldehyd (ge6ffne-
ter Ring) als Ubergangszustand vermessen [92]. Martinez-Monteagudo und Saldafiazu
schrieben, dass Ringéffnungen zu kleineren molaren Volumina fithren und so unter Druck
favorisiert seien [180].
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Abbildung 4.24: Reaktionsrate der Hinreaktion der Epimerase bei verschiedenen Driicken.
Beispielhaft wurde fiir den Versuch bei Hochdruck der Vertrauensbereich eingezeichnet.
Bedingungen: Reaktorvolumen: 0,21 mL, 40°C, 1mM ATP, 1 mM MgCl,y, 55 mg Epimerase-
Trager-Priparat, Flussrate 2mL/min, 100 mM KP;-Puffer bei einem pH-Wert von 7,5.

Tabelle 4.4: Berechnete kinetische Parameter der Hinreaktion der Epimerase und Statistiken
zu den Regressionskurven. Versuchsbedingungen in Abbildung 4.24.

Parameter 1,6 MPa 54,3 MPa 110,8 MPa

K$ [mM] 195,1+257 208,1+34,0 193,0+9,3

Umag [mol/L/min] 0,37+0,02 0,41+0,03 0,39+0,01

Uspmag [pmol/min/gr]  1324+77  1400+104 1388 +£47
R? 0,993 7 0,9908 0,997 4

RMSE 5,321-107%  7,348-107% 3,607-1073

Da kein Einfluss von Druck auf die kinetischen Parameter gefunden wurde, wurde
geschlossen, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt nicht die Ringtffnung war
und die Reaktion somit unabhéngig vom Druck erschien.

Fir die Michaelis-Menten-Konstante fiir GIcNAc wurden in aktueller Literatur Werte
von (17,6+2,6) mM (bei 2mM ATP, 2mM MgCly, 37 °C und pH 7,0 15 mM KP;-Puffer in
einem Satzreaktor) [42], 14,01 mM (bei mindestens 2mM ATP, mindestens 2mM MgCly,
25°C und pH 7,5 in einem Satzreaktor) [41] und 21,3 mM (bei 5 mM ATP, 10 mM MgCls,
37°C und pH 7,5 in einem Satzreaktor) [181] verdffentlicht. In dieser Arbeit wurde die
Michaelis-Menten-Konstante fiir GlcNAc zu 193 mM bis 208 mM bestimmt, welche nicht
in vergleichbarer Gréflenordnung zu den Ergebnissen der Literatur war.

In einem Satzreaktor haben Hu und Mitarbeiter eine maximale spezifische Aktivitéat
der Immobilisate von 78,18 umol/min/g gemessen [46]. Hu und Mitarbeiter haben diese
mit dem Feuchtgewicht angegeben, wodurch dieser Wert niedriger als mit entsprechendem
Trockengewicht ist. Obst und Mitarbeiter geben eine maximale spezifische Aktivitét fiir
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4 Ergebnisse

freie Epimerase von 15000 ymol/min/g an [24]. Wurde die Beladung der Immobilisate
berticksichtigt (0,041 gg/gr:), wurde eine spezifische Aktivitdt von 35000 pmol/min/gg
bestimmt. Hooks und Mitarbeiter haben fiir immobilisierte Epimerase eine Aktivitat
von 32 pmol/min/gr, in einem Satzreaktor vermessen [47]. Der deutlich hohere Wert von
1400 pmol/min/gry, welcher in dieser Arbeit bestimmt wurde, wurde auf die reduzierte
Filmdiffusion zuriickgefiihrt, welche durch das durchstromte Festbett ermoglicht wurde.

Inhibierung durch Pyruvat

Um die Inhibierung durch Pyr bei verschiedenen Druckstufen zu quantifizieren, wurde die
Konzentration von Pyr variiert, wihrend die Konzentration von GlcNAc konstant war.
Aus dieser Versuchsreihe wurde die Inhibierungskonstante berechnet. Dieses Vorgehen
wurde bei drei verschiedenen Druckstufen durchgefihrt.

Um irreversible Deaktivierung auszuschlieSlen wurden die Konzentrationen von Pyr
randomisiert und zum Abschluss die Reaktionsrate mit 0 mM Pyr bestimmt.

Da die Reaktionsgeschwindigkeit hier wieder in der gleichen Gréfenordnung lag, wurde
eine Deaktivierung tiber die Dauer der Versuche ausgeschlossen. In Abbildung 4.25 sind
neben den Regressionskurven nach Gleichung (4.6) auch exemplarisch ein Vorhersage-
intervall eingezeichnet.

a

(4.6)
KM' (1 + ;—F};) + CGa

V=

Fiir die Regressionsrechnung wurden die gemessenen Konzentrationen von Pyr und
GIcNAc und K](\} als 0,2mol/L eingesetzt. Die so bestimmten Inhibierungskonstanten
sind in Tabelle 4.5 aufgelistet.

Es wurde festgestellt, dass samtliche Reaktionsraten in dieser Versuchsreihe maximal
0,2mol/L/min betrugen. Bei der Versuchsreihe, in welcher die GlcNAc-Konzentration
variiert wurde (Abbildung 4.24), war die maximale Reaktionsraten 0,28 mol/L/min.

Fiir die Bestimmung der Inhibierungskonstante war der absolute Wert der Reaktionsrate
nicht relevant. Da die Daten dieser Versuchsreihe in sich konsistent waren wurden sie fiir
die Berechnung verwendet. Dennoch sollte untersucht werden, wie eine solche Reduktion
zustande kommt. Eine mogliche Erklarung ist, dass die Partikel unterschiedlich stark
zerkleinert wurden, wodurch die Reaktionsrate aufgrund von Porendiffusion reduziert
war.

Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Konstanten der jeweiligen Druck-
stufen festgestellt werden ((109 + 21) mM bei 1,6 MPa und (43 + 10) mM bei 101 MPa).
Der Trend war hierbei abnehmend, was bedeutet, dass die Affinitdt von Pyr zu dem
Enzym durch Druck erhoht wurde.

Um den Einfluss des Drucks auf die Inhibierungskonstante stiarker aufzulésen, wurde
anschliefend auch die Pyr-Konzentration konstant gehalten und der Druck variiert. Das
Ergebnis der gemessenen Reaktionsrate ist in Abbildung 4.26 aufgezeichnet. Erneut wurde
die Reihenfolge fiir die Messungen randomisiert. Da eine Abnahme der Reaktionsrate
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Abbildung 4.25: Inhibierung durch Pyr in Abhéngigkeit von der Pyr-Konzentration bei
verschiedenen Druckstufen. Bedingungen: Reaktorvolumen: 0,21 mL, 40 °C, 500 mM GlcNAc,
1mM ATP und 1mM MgCls, 57mg Epimerase-Trager-Praparat, Flussrate 2mL/min,
100 mM KP;-Puffer bei einem pH-Wert von 7,50.

Tabelle 4.5: Berechnete Inhibierungskonstanten von Pyr fiir die Epimerase (Messdaten aus
Abbildung 4.25).

Parameter 1,6 MPa 426MPa 101 MPa

KY ImM]  109+£21 68+11  43+10
R? 0,965 0,995 0,966
RMSE-1000 7,76 5,27 11,54
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Abbildung 4.26: Inhibierung der Epimerase durch Pyr in Abhéingigkeit vom Druck. Be-
dingungen: Reaktorvolumen: 0,21 mL, 40 °C, 450 mM GIlcNAc, 400 mM Pyr, 1mM ATP und
1mM MgCl,, 57 mg Epimerase-Trager-Praparat, Flussrate 2 mL/min, 100 mM KP;-Puffer bei
einem pH-Wert von 7,2. Bei mit einem Plus gekennzeichneten Messungen werden Ausreifler
vermutet.

bei steigendem Druck erkennbar war, wurden irreversible Effekte des Drucks erneut
ausgeschlossen.

Um aus den gemessenen Reaktionsraten die Inhibierungskonstante zu bestimmen,
wurde Gleichung (3.14) nach KF umgestellt. Hierzu wurde die Annahme getroffen, dass
aufgrund der geringen Umsétze die Konzentration von ManNAc vernachléssigbar ist.
Zudem betrug die Konzentration von Neu5Ac 0mol/L.

-1
K7 (p) =cp-( - (”’” —1)—1) (4.7)

KS \u(p)

Zur Berechnung der Inhibierungskonstante nach Gleichung (4.7) wurden die per HPLC-
Analyse gemessenen Konzentrationen von Pyr und GlcNAc verwendet: cp = 0,39 mol/L
und cg = 0,44 mol/L. Wie zuvor wurde K](\i =0,2mol/L verwendet und v,,q, wurde aus
der Enzymkonzentration und der spezifischen, maximalen Aktivitat berechnet:

Umaz = Asp,mazx * CE (48&)
. 0,057gm,

=1400 1 e 4.8b

pnol /gy /min - 5o (4.8b)

Abbildung 4.27 stellt die aus der Reaktionsrate berechnete Inhibierungskonstante dar.

Die angegebenen Fehlerbalken wurden mittels Fehlerfortpflanzung von Gleichung (4.7)

ermittelt, wobei die Konfidenzintervalle von v, und Kj; verwendet wurden. Die

Unsicherheit von KIP lag zwischen 10 mM bis 18 mM.

KF ist die Gleichgewichtskonstante des Inhibierungsschrittes EI = E + I und stellt die

Gleichgewichtskonstante mit dem Pyr-Epimerasenkomplex als Substrat dar.
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Abbildung 4.27: Ermittelte Inhibierungskonstanten in Abhéngigkeit vom Druck aus den
Daten von Abbildung 4.26. Orange Kreise sind zuvor bestimmte Inhibierungskonstanten
nach Tabelle 4.5 als Referenz eingezeichnet. Die mit einem Plus gekennzeichneten Messungen
werden als Ausreifler diskutiert.

Aus diesem Grund wurde ein exponentieller Zusammenhang zwischen der Inhibie-
rungskonstante und Druck angenommen (Gleichung (3.66)). Die Unsicherheiten in der
Inhibierungskonstante wurden fiir die weitere Regression nicht verwendet.

Da die Inhibierungskonstante mit Druck abnimmt, wurde aus der Regression eine posi-
tive Volumenénderung berechnet (das molare Volumen von Enzym und Pyr getrennt ist
grofer als das molare Volumen des Komplexes). Im Weiteren wurde die Volumenédnderung
der Komplexbildung (E+1 = ET) verwendet um steigende Affinitiat von Pyr zu Epimerase
zu verdeutlichen (hohere Gleichgewichtskonstante entspricht mehr gebundenem Enzym).

Aus dieser Regression wurde eine Volumenénderung (-12,9 + 3,0) mL/mol berechnet.
Fiir die Regression wurden die Werte bei 89 MPa als AusreiBer deklariert (in Abbil-
dung 4.27 ist dieser Wert durch ein Plus gekennzeichnet). Wenn diese bei der Regression
beriicksichtigt wurden, &nderte sich die Volumenénderung zu (-10,8 + 3,9) mL/mol. Als
diese Messwerte hinzugezogen, die Regression jedoch robust durchgefithrt wurde, ergab
sich eine Volumensanderung von (-12,0 + 3,8) mL/mol. Bei allen drei Berechnungsmetho-
den war die Volumenanderung negativ und somit die Inhibierung der Epimerase durch
Pyr durch Druck verstarkt.

Die zuvor berechneten Inhibierungskonstanten (Tabelle 4.5) liegen innerhalb der Un-
sicherheiten, welche in Abbildung 4.27 bestimmt wurden (sie wurden mittels orangen
Kreisen eingezeichnet). Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse als konsistent betrachtet.

Werte der Inhibierungskonstanten unter Niedrigdruck betrugen 93 mM bis 109 mM.
Zimmermann und Mitarbeiter haben die Inhibierungskonstante zu (146,0 + 1,9) mM
bestimmt (bei 2mM ATP, 2mM MgCls, 37°C und pH 7,0 15 mM KP;-Puffer in einem
Satzreaktor) [42]. Klermund und Mitarbeiter berichteten von Epimerasen aus verschie-
denen Cyanobacteria-Stdmmen, welche Inhibierungskonstanten iiber 400 mM aufwiesen
[49]. Aufgrund der unterschiedlichen Herkunft konnten die Inhibierungskonstanten nicht
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direkt verglichen werden. Die starken Variationen zeigten jedoch, dass zur optimalen
Prozessfithrung auch andere Epimerasen in Betracht gezogen werden sollten.

Aufgrund der Tatsache, dass die Affinitdt von Pyr zur Epimerase durch zunehmen-
den Druck stieg, wurde die Inhibierung verstarkt. Verglichen mit Niedrigdruck ist die
Inhibierungskonstante um 60 % gesunken (von 109 mM auf 43 mM). Damit die Reaktion
gleichermafen inhibiert wird, miisste auch die Konzentration von Pyr um 60 % reduziert
werden damit cP/K}) im Geschwindigkeitsausdruck konstant bleibt. Somit sind unter
Hochdruck niedrigere Konzentrationen an Pyr einzusetzen, um die Inhibierung nicht zu
verstarken.

Riickreaktion

Aufgrund des hohen Wertes fiir K ]\Cj[ wurde auch fiir Kj\l\g ein hoher Wert angenommen
und die ManNAc-Konzentration zunéchst von 96 mM bis 480 mM variiert. Sowohl bei
Niedrig- als auch bei Hochdruck konnte kein Trend in der Reaktionsrate festgestellt
werden, welche zwischen 0,2 mol/L/min bis 0,25 mol/L/min schwankte. Aus diesem Grund
wurden deutlich niedrigere Konzentrationen bis 40 mM verwendet, um die kinetischen
Parameter zu bestimmen. Durch die initialen Experimente konnte gezeigt werden, dass
keine Inhibierung durch ManNAc bis 480 mM auftrat.

Trotz der niedrigen Kontaktzeit von knapp 4s ( %
ManNAc bis zu 40 %. Da die kinetischen Parameter iber die Rate der Anfangsgeschwindig-
keit bestimmt werden sollten, wurden niedrige Umsétze relativ zum Gleichgewichtsumsatz
gefordert. Die Flussrate wurde nicht weiter erh6ht, um ein vergleichbares Strémungsprofil
zu den Versuchen zur Hinreaktion zu gewahrleisten. Dies stellte einen potentiellen Fehler
dar, weshalb die gemessenen Konzentrationen auf verschiedene Arten ausgewertet wurden.
Zum einen wurde, wie bisher, die Reaktionsrate iiber die Steigung der Konzentration
im Reaktor berechnet (es wurde ein linearer Verlauf angenommen). Das Ergebnis dieses
Ansatzes ist in Abbildung 4.28 zu finden. Zum anderen wurde die Differentialgleichung
(DGL) mit kinetischen Parametern integriert, was folgenden Ausdruck lieferte:

6570 1

Ky
= ‘In—— + (cg0 - cs)
Umaz Cs Umazx

), betrug der Umsatz von

t (4.9)
Hierbei ist cs o die initiale Substratkonzentration (in mol/m?®). Mit bekannter Reaktions-
zeit (in diesem Fall die Verweilzeit), Anfangskonzentration und gemessener Endkonzen-
tration konnten Kj; und v,,4, bestimmt werden. Das Ergebnis der Integralmethode ist
in Tabelle 4.6 aufgefithrt. Zudem wurden die Daten der Hinreaktion beriicksichtigt und
mittels der Haldane-Beziehung die Lage des Gleichgewichts bestimmt und ebenfalls in
Tabelle 4.6 angegeben.

Die berechneten kinetischen Parameter wiesen zwar dhnliche Werte auf, allerdings war
die mittels der Haldane-Beziehung bestimmte Gleichgewichtskonstante bei der Integralme-
thode mit 0,174 + 0,001 bzw. 0,233 + 0,050 nédher an Werten aus der Literatur: Klermund
und Mitarbeiter verwenden 0,262 + 0,004 [50], Zimmermann und Mitarbeiter 0,26 + 0,09
[42] und Kragl 0,201 + 0,011 [41]. Andere Arbeitsgruppen haben Gleichgewichtsumsétze
von 18 % bis 22 % festgestellt [46, 47].
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Abbildung 4.28: Reaktionsrate der Riickreaktion der Epimerase bei verschiedenen Drii-
cken. Bedingungen: Reaktorvolumen: 0,21 mL, 40°C, 1mM ATP und 1 mM MgClsy, 57 mg
Epimerase-Trager-Priaparat, Flussrate 1,8 mL/min (Verweilzeit 4,6s), 10 mM KP;-Puffer bei
einem pH-Wert von 7,51. Zur Bestimmung der Reaktionsrate wurde ein linearer Verlauf der

Konzentrationen im Reaktor angenommen.

Tabelle 4.6: Berechnete kinetische Parameter der Riickreaktion der Epimerase und Statis-
tiken zu den Regressionskurven mittels Anfangsreaktionsgeschwindigkeit sowie mittels der
Integralmethode. Zusétzlich wurde mittels der Haldane-Beziehung die Gleichgewichtskon-

stante und der -umsatz bestimmt.

Anfangsreaktionsrate 7,8 MPa 100 MPa
KM [mM] 17+5 11+1
Umaz [mol/L/min] 0,19+£0,02 0,161 + 0,006
Qspmaz [pmol/min/gry] 693 + 73 593 + 22
R? 0,9675 0,9924
RMSE 5,281-107  2,311-1073
K 0,17 +0,05 0,13+ 0,01
Xaew (%] 14,5+ 3,7 11,5+0,8
Integralmethode 7,8 MPa 100 MPa
K [mM] 16+1 24 + 4
Umagz [mol/L/min] 0,179+ 0,004 0,20 £ 0,02
Qsp,maz [pmol/min/gry] 660 + 15 740 £ 74
K 0,174 + 0,001 0,233 + 0,050
Xaaw [%] 15,0+ 0,1 19+3

71



4 Ergebnisse

Da die mittels der Haldane-Beziehung bestimmten Gleichgewichtsparameter der Inte-
gralmethode ndher an denen anderer Gruppen sind, wurden im weiteren Verlauf dieser
Arbeit dieser Satz an Parametern verwendet.

Fiir die Michaelis-Menten-Konstante fiir ManNAc wurden in aktueller Literatur Werte
von 31,6 mM bis 211 mM [50], (99,3 £ 11,4) mM [42], 35,19 mM [41] und 12,8 mM [181]
angegeben. Diese Werte stammten aus Experimenten mit unterschiedlichen Epimerasen,
weshalb ein direkter Vergleich nicht moglich ist. Wie bei den kinetischen Parametern der
Pyr-Inhibierung verdeutlicht die grofle Variation die Wichtigkeit der gewéhlten Epimerase.

Folgende Effekte des Drucks auf die kinetischen Parameter konnten festgestellt werden:
Zum einen stieg die Michaelis-Menten-Konstante fiir ManNAc, wodurch die Reaktionsge-
schwindigkeit der Riickreaktion sank. Zum anderen stieg die maximale Reaktionsrate.
Aus diesem Grund konnte kein allgemeiner Schluss fiir einen vor- oder nachteilhaften
Effekt von Druck auf die kinetischen Parameter gefolgert.

Zusammenfassung

Bei der Untersuchung der kinetischen Parameter der Epimerase wurde festgestellt, dass
Hin- und Riickreaktion nur geringfiigig durch Druck beeinflusst wurden. Bei der Inhibie-
rung durch Pyr wurde festgestellt, dass die Inhibierungskonstante durch Druck reduziert
und so die Inhibierung verstirkt wurde. Aus den Daten wurde die Anderung des molaren
Volumens fiir die Reaktion

E + Pyr EPyr (4.10)

zu (-12,9 + 3,0) mL/mol berechnet.

4.5.2 Gleichgewicht

Da in den vorangegangenen Abschnitten die Gleichgewichtskonstante entstelle des Gleich-
gewichtsumsatzes verwendet wurde, wurde diese auch bei der Vermessung des Gleichge-
wichts der Epimerase verwendet. Da es sich um eine 1-zu-1-Reaktion handelte, kann die
Gleichgewichtskonstante ohne weitere Kenntnisse zu dem Gleichgewichtsumsatz iiberfiihrt
werden:

Xaaw

Kg,; = 4.11
BT 1 Xaaw (4.11a)
Kppi
X, = P 4.11b
Gew 1 +KEpz ( )

Die Gleichgewichtskonstante wurde bei verschiedenen Driicken gemessen (Abbildung 4.29)
und zeigte einen leichten Anstieg mit dem Druck.

In Abschnitt 4.5.1 wurden bereits Daten fiir die Lage des Gleichgewichts bei Umge-
bungsdruck aufgefiihrt. Die Literaturwerte wiesen Werte von 0,201 bis 0,262 auf und waren
deshalb in guter Ubereinstimmung mit den direkt berechneten Gleichgewichtskonstanten.
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Abbildung 4.29: Bestimmte Gleichgewichtskonstante der Epimerase. Verwendet wurde der
Umlaufreaktor mit 0,21 mL Reaktorvolumen. 2,1 mL Volumen im Pufferbehélter. Startkon-
zentrationen: 200mM GleNAc, 1 mM ATP und 1 mM MgCl,. 37 °C, Pumprate: 1,5 mL/min,
10 mM KP;-Puffer pH 8, 62,6 mg Epimerase-Triger-Préparat.

Der angegebene Wert fiir die Gleichgewichtskonstante entspricht einem Gleichgewichtsum-
satz von 0,21 bis 0,23. Aus den eigenen kinetischen Daten mittels der Haldane-Beziehung
wurden Gleichgewichtskonstanten von 0,17 bis 0,23 berechnet, welche konsistent mit den
direkten Messungen des Gleichgewichts waren.

Der Zusammenhang der Gleichgewichtskonstante zum Druck war, vergleichen mit
den Ergebnissen der Aldolase, vernachlédssigbar und kleiner als die Unsicherheit der
Messung. Mittels Regression wurde ein exponentieller Zusammenhang angenommen
(siche Abschnitt 3.5.1) und eine Volumenénderung durch die Epimerisierung zu (-1,6 +
3,8) mL/mol bestimmt. Die Gleichgewichtskonstante bei dem Referenzdruck (0 MPa)
wurde zu 0,23 £0,01 bestimmt. Die Regression wies folgende Kennzahlen auf: R? = 0,593 7
und RMSE = 5,8-1073. Da es sich bei der Epimerisierung um eine 1-zu-1-Reaktion
handelt und die Struktur von Substrat (GlcNAc) und Produkt (ManNAc) sehr dhnlich
ist, ist die Tatsache, dass es wihrend der Reaktion keine Anderung des molaren Volumens
gibt, plausibel. Zu einem war dieser Wert um eine Gréflenordnungen kleiner als die
Volumenédnderung der Aldolase. Zum anderen zeigte sich durch das hohe Konfidenzin-
tervall (3,8 mL/mol), dass die Messunsicherheit grofier als der Einfluss des Drucks war.
Andersen und Grgnlund untersuchten die Lage des Reaktionsgleichgewichts zwischen
a-Glc und S-Glec und konnten keinen Einfluss von Driicken bis 120 MPa feststellen [92].
Da in dieser Arbeit die Acetyl-Gruppe die Position dndert, wurde dieses Ergebnis mit
dem von Andersen und Gregnlund als konsistent erachtet.

Dass sich die Losung der verschiedenen Versuche im Gleichgewicht (GGW) befand und
nicht die Enzyme deaktiviert waren, wurde dadurch bestétigt, dass dasselbe Festbett fiir
verschiedene Versuche verwendet wurde. Waren die Enzyme deaktiviert gewesen, ware
der Umsatz bei dem nachfolgendem Versuch signifikant kleiner ausgefallen.
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Abbildung 4.30: Epimerase: (a) Reaktionsverlauf mit freien Enzymen (Start 150 mM
GlcNAc) und (b) Vermessene Gleichgewichtskonstante bei Variation der Startkonzentration
von GleNAc. 0,1 gg/L, 50 mM KP;-Puffer pH 8, 37°C, 1 mM ATP und 1 mM MgCls, 500 rpm.

Parallel zu den Versuchen mit immobilisierter Epimerase wurde Experimente mit
freier Epimerase in Reaktionsgefaflen durchgefithrt [182]. Hierbei wurde zum einen die
Startkonzentration von GlcNAc variiert, als auch Pyr als Inhibitor zugegeben. Die
Reaktion befand sich nach ca. 15 min im Gleichgewicht (exemplarisch Abbildung 4.30a)
und die berechneten Gleichgewichtskonstanten sind in Abbildung 4.30b wiedergegeben.

Unter Beriicksichtigung der Fehlerbalken und des Konfidenzintervalls stimmen die
Gleichgewichtskonstanten erwartungsgeméafl von immobilisierten und freien Enzymen
iiberein.

4.5.3 Zusammenfassung

Fir die Epimerase wurden wenig signifikante Einfliisse von dem Druck auf Reakti-
onskinetik oder die Lage des Gleichgewichts festgestellt. Die kinetischen Parameter der
Hinreaktion wurden nicht beeinflusst. Bei der Riickreaktion hat sich die Michaelis-Menten-
Konstante von 16 mM auf 24 mM erhoht. Die Lage des Gleichgewichts wurde unsignifikant
erhoht, wobei die Unsicherheit der berechneten Parameter hoher war als die Erhohung.
Zwischen den kinetischen Daten und der Lage des Gleichgewichts bestand gute Konsistenz
(Haldane-Beziehung).

Es konnte ein signifikanter Einfluss des Drucks auf die Inhibierung durch Pyr gezeigt
werden. Hochdruck erhéhte die Affinitdt zwischen Pyr und der Epimerase und es wurde
eine Anderung des molaren Volumens um (-12,9 + 3,0) mL/mol berechnet. Fiir die
untersuchte Reaktion stellt dies einen Nachteil dar, da somit die Inhibierung verstérkt
wird.

Verschiedene Gruppen arbeiten daran eine Epimerase zu finden, welche weniger stark
durch Pyr inhibiert wird [49]. Sollte die Inhibierung reduziert werden kénnen, wiirde der
Nachteil des Einflusses von Druck auf die verwendeten Epimerase verringert werden.
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4.6 Gekoppeltes System im Umlaufreaktor

Wie von verschiedenen Arbeitsgruppen in der Literatur beschrieben, wurden auch in
dieser Arbeit beide Enzyme zeitgleich in einer Enzymkaskade verwendet, um NeubAc
aus GlcNAc und Pyr herzustellen. Sowohl kinetische, als auch Gleichgewichtsstudien
des gesamten Systems bauen auf den Ergebnissen der einzeln untersuchten Enzyme auf.
Dabei konnten die thermodynamischen Parameter (K und AV') der Einzelreaktionen
bei der Verwendung beider Enzyme berechnet und mit den zuvor erhaltenen verglichen
werden.

Zur mathematischen Beschreibung der Konzentrationsénderungen mit der Zeit wurde
ein System aus Differentialgleichungen verwendet, wobei angenommen wurde, dass der
Umlaufreaktor homogen durchmischt war.

cq -1 0
i M _ 1 -1 . vEpi(chchcP7cN) (4 12)
dt | cp 0 -1] \vawo(ca,em,cp,en) ‘

CN 0 1

Hierbei steht vgp; und vy, fiir die Reaktionsraten der Epimerase beziehungsweise
Aldolase (in mol/m?3/s). Ausgeschrieben lautet das Gleichungssystem:

d;—tG = —vEpi(ca, eMm, cp, cN) (4.13a)
d;—ltvl = +vppi(ca, M, cp, eN) — Valdol(Ca, M, CP, CN) (4.13b)
dstP = =V a1d01(CG, CM, CPy CN) (4.13¢)
CZ—;\I = +vA1d01 (G, €M, CP, ON) (4.13d)

Fir die gekoppelte Reaktion stellt ManNAc ein Zwischenprodukt dar. Aus diesem Grund
wurde auch der Einfluss von Druck auf die Selektivitdt der Gesamtreaktion betrachtet.
Weitere Nebenprodukte wurden nicht festgestellt, da die Summe der Konzentrationen
der vermessenen Spezies konstant war.

Da die Reaktion bis zu hoheren Umséatzen durchgefiithrt werden sollte, wurde der
Umlaufreaktor verwendet. Dabei wurden die Proben des Reaktionsmediums aus dem
temperierten Pufferbehélter entnommen. Parallel zu Umlaufversuchen wurde ein Teil
der Reaktionslésung in ein Reaktionsgeféfl iiberfiihrt und sowohl bei Raum, als auch bei
Reaktionstemperatur gelagert. In diesen Parallelversuchen wurde kein Umsatz festgestellt.

In Abschnitt 4.6.1 wurden die gemessenen Konzentration-Zeit-Verldufe mit Simula-
tionen verglichen. Der Verlauf ergab sich aus der Losung der DGL (Gleichung (4.12)),
wobei die kinetischen Parameter verwendet wurden, die zuvor bei den Enzymen separat
bestimmt wurden.
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4.6.1 Reaktionsfortschritt

Ein Festbett, in welchem beide Enzyme vorhanden sind, bietet den Vorteil, dass pro-
duziertes ManNAc direkt von der Aldolase umgesetzt werden kann. Durch die hohe
Durchmischung im System (Abschnitt 4.2.5) wurde keine signifikanter Unterschied erwar-
tet, ob beide Enzym-Préparate in einem oder separat in zwei Festbettreaktoren gefiillt
wurden. Um diese Uberlegung zu iiberpriifen, wurde ein Versuch mit einem einzigem
Festbett bestehend aus beiden Enzym-Praparaten und ein anderer Versuch mit zwei
Festbettreaktoren durchgefihrt.

Um den Giiltigkeitsbereich der Simulation zu priifen, wurde ein Experiment mit geringen
Enzym-Mengen durchgefiihrt, um den Reaktionsfortschritt in einer hohen zeitlichen
Auflésung vermessen zu koénnen. In dem anderen Experiment wurden die Enzym-Mengen
so weit erhoht, dass diese iiber der Menge lag, welche bei der Bestimmung der kinetischen
Parameter benutzt wurde.

Abbildung 4.31 zeigt den gemessenen und simulierten Verlauf an NeubAc bei niedriger
Enzym-Menge und einem einzelnen Festbettreaktor. Das Festbett im Reaktor wurde
hergestellt, indem die Enzym-Préparat-Losungen separat in einer Spritze aufgezogen
wurden. Nach Sedimentation wurden die gewiinschten Volumen an Praparat durch héndi-
sches Verriithren vermengt, bis es homogen durchmischt war (die Enzym-Tréger-Praparate
waren farblich unterscheidbar). Das eingesetzte Volumenverhéltnis der Praparate (1:9(vE-
pi/vAldol)) wurde iiber die erwarteten spezifischen Aktivitdten festgelegt. Aufgrund
des geringen Gleichgewichtsumsatzes der Epimerase von 0,18 % betrug die maximale
ManNAc-Konzentration 56 mM. Bei einer Pyr-Konzentration von 300 mM ergibt sich
die spezifische Aktivitdt zu 102 pmol/min/gr,. Dieser steht eine spezifische Aktivitat
des Epimerase-Prapatart von 800 umol/min/gr. gegeniiber, wenn Inhibierungen vernach-
ldssigt werden. Da der Gleichgewichtsumsatz der Epimerisierung niedriger als der der
Aldol-Reaktion ist, wurde erwartet, dass dieser schneller erreicht wird. Aus diesem Grund
wurde das Enzym-Préaparat-Verhéltnis auf 1:9 erhoht.

Um das optimale Verhaltnis der Enzym-Praparate zu berechnen, wurde parallel ein
Matlab-Skript (Anhang A.5.7) erstellt, welches die gesamte Kinetik (Inhibierung und
Riickreaktion) beriicksichtigt. Hierbei wird die Zeit minimiert, welche benotigt wird, um
einen geforderten Umsatz relativ zum Gleichgewichtsumsatz (z.B. 90 % des Gleichge-
wichtsumsatzes) zu erreichen.

Da die Konzentrationen zu Beginn in guter Ubereinstimmung waren, wurden die
kinetischen Werte der Hinreaktionen als bestétigt angesehen. Die Lage des Gleichgewichts
wurde durch die Simulation unterschéitzt. Potentiell wurden die Riickreaktionen in den
isolierten Untersuchungen iiberschétzt. Griinde kénnten sein, dass die Riickreaktion
bei hoherer KP;j-Pufferkonzentration vermessen wurde (200 mM und NaOH-Zugabe im
Gegensatz zu 100 mM). Zudem waren die Konfidenzintervalle signifikant, welches eine
Unsicherheit bei der Simulation bedeutete.

In dem anderen Versuch wurden die eingesetzten Mengen an Enzymen deutlich erhcht
(vorher insgesamt 94,4 mg Gesamtmenge an Enzym-Praparat zu 236,8 mg). Hiermit wurde
iiberpriift, dass die berechneten kinetischen Parameter und kinetischen Gleichungen auch
auflerhalb der Reaktionsbedingungen giiltig sind, unter welchen sie vermessen wurden.
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Abbildung 4.31: Konzentrationsverlauf von Neu5Ac bei gekoppelter Reaktion und (8,7 +
0,4) MPa mit Simulation. Beide immobilisierten Enzyme wurden in einem Festbett vermischt
(1:9(vEpi/vAldol)) 94,4 mg gesamt. Startkonzentrationen: 300 mM GlcNAc und Pyr sowie
1mM ATP und 1mM MgCl,,40 °C, Reaktorvolumen 0,35 mL, 100 mM KP;-Puffer (7,50).
Reaktionsvolumen 7,5 mL, Flussrate 2 mL/min.

Zudem wurde der Druck auf 110 MPa eingestellt um die Qualitdt der Simulation bei
Hochdruck zu untersuchen. Zunéchst sollte sichergestellt werden, dass die Reaktionsge-
schwindigkeit der Simulation mit experimentellen Daten {ibereinstimmt. Abbildung 4.32
stellt diese Ergebnisse dar und es wurde eine geringe Uberschétzung durch die Simulation
festgestellt.

Um die Simulation bei hohen Enzym-Konzentrationen auch bei Niedrigdruck zu validie-
ren, wurde derselbe Aufbau erneut verwendet (Abbildung 4.33). Hierbei fiel auf, dass der
simulierte Reaktionsfortschritt deutlich schneller als der gemessene war (durchgezogene
Linie). Da in Abbildung 4.31 die Reaktionsrate von Simulation und Experiment tiberein-
stimmte, wurde geschlossen, dass eine Deaktivierung der Enzyme stattfand. Aus diesem
Grund wurde die Simulation mit einer reduzierten Aktivitat beider Enzyme erneut mit
66 % Restaktivitdt durchgefithrt (gestrichelte Linie). Um eine auskréftige Deaktivierungs-
konstante der Enzyme zu bestimmen, miissten die gleichen Versuche mehrfach und nach
festgelegter Zeit wiederholt werden um die Restaktivitat zu vergleichen.

Mit der verringerten Aktivitit wurde eine Ubereinstimmung von Experiment und
Simulation erhalten. Es fiel auf, dass bei der Datenverarbeitung der Faktor 0,66 verwendet
wurde. Dieser ist identisch zu dem Faktor, welche bei der Berechnung der Reaktionsrate
verwendet wurde (Gleichung (4.4)). Eine Uberschitzung der Reaktionsrate in vorherigen
Experimenten wurde ausgeschlossen, da sonst die Simulation von Abbildung 4.31 deutlich
reduzierte Reaktionsraten aufweisen miisste.

Der gefundene Unterschied des Reaktionsfortschritts wird als signifikant betrachtet,
da sdmtliche gemessenen Konzentrationen bei Hochdruck héher waren als die zur ent-
sprechenden Zeit entnommenen Konzentrationen unter Niedrigdruck. Falls es keinen
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Abbildung 4.32: Konzentrationsverlauf im Umlaufreaktor mit Simulation aus kinetischen
Parametern. (110,2+0,5) MPa. Bedingungen: Reaktorvolumen: 0,21 mL mit 57 mg Epimerase-
Trager-Préparat, 0,7 mL mit 179,8 mg Aldolase-Trager-Praparat, 40 °C, Startkonzentrationen:
300 mM GlcNAc und Pyr sowie 1 mM ATP und 1 mM MgCls, 100 mM KP;-Puffer bei einem
pH-Wert von 7,5, Reaktionsvolumen 8,2 mL, Flussrate 1,4 mL/min
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Abbildung 4.33: Konzentrationsverldufe von NeubAc bei Niedrig- und Hochdruck. Die

durchgezogenen Linien wurden mittels der Simulationen berechnet. Die gestrichelte Linie ist
das Ergebnis der Simulation mit 66 % der aktiven Enzyme.
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Abbildung 4.34: Reaktantenverhéltnis (kg+4) und Umsatz bei einem Langzeitversuch der
gekoppelten Reaktion mit Druckénderungen nach Erreichen des Gleichgewichts. Bedingungen:
Reaktorvolumen: 0,35 mL, 40 °C, 300 mM GlcNAc, 300 mM Pyr, 1 mM ATP und 1 mM MgCls,
beide immobilisierten Enzyme wurden in einem Festbett vermischt (1:9(vEpi/vAldo)) 85,4 mg
gesamt, Flussrate 2 mL/min, 100 mM KP;-Puffer bei einem pH-Wert von 7,5.

signifikanten Unterschied gegeben hétten, wire zu erwarten gewesen, dass die hohere
Konzentration zur Halfte unter Hochdruck und zur Halfte unter Niedrigdruck auftritt.

Verschiedene Effekte, welche zu einer Deaktivierung fithrten, waren denkbar. Sie kdnnte
durch eine Variation im pH-Wert hervorgerufen worden sein (entweder aufgrund von
erhohten NeubSAc-Konzentrationen oder des Drucks). Da in vergleichbaren Experimenten
149 mM NeubAc produziert wurde und der pH-Wert bei diesen 7,47 betrug, wurde eine
Anderung ausgeschlossen. Eine Reduktion des pH-Wertes aufgrund des Drucks wurde auch
ausgeschlossen, da dieser Effekt bei vorherigen Ergebnissen aufgefallen wére (zum Beispiel
bei der Messung der Kinetik: Hier wurden keine irreversiblen Anderungen festgestellt, da
die Substratkonzentrationen randomisiert wurden). Zuletzt war auch eine Deaktivierung
aufgrund der Zeit denkbar. Dies wiirde bedeuten, dass die Aktivitdt der Enzyme innerhalb
von fiinf Stunden um 33 % sank. Dieser Wert entspricht einer Halbwertszeit von 8,5 h.
Alternativ war auch ein direkter Effekt durch Hochdruck denkbar.

Um diese These zu iiberpriifen wurde ein mehrtégiger Versuch unter Hochdruck ge-
startet und der Druck nach zwei Tagen reduziert. Wenn die Aktivitdt innerhalb fiinf
Stunden um 33 % sinken wiirde, wiren nach 48 h nur noch 2 % Restaktivitat vorhanden.
Als Resultat von Druckédnderungen sind sich d&ndernde Konzentrationen zu erwarten
(Prinzip von Le Chatelier). Da bei den Untersuchungen der Aldolase signifikante Druck-
einfliisse festgestellt wurden, wurde auch beim gekoppelten System ein Einfluss von Druck
erwartet. Wenn die Restaktivitdt nur 2% betragt, wird sich das neue Gleichgewicht
sehr langsam einstellen. Abbildung 4.34 stellt den gemessenen Verlauf des Umsatzes, des
Reaktantenverhaltnisses sowie den Druck dar.

Aufgrund der hohen Reaktionszeiten wurde aus diesem Versuch zudem die Lage
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.7: Gleichgewichtsdaten der gekoppelten Reaktion: Umsatz, Selektivitdt und
Ausbeute bei verschiedenen Driicken. Zum Vergleich wurden die Gleichgewichtskonstante der
zuvor separat bestimmten Reaktionsschritte multipliziert.

Wert
(9,61 +0,19) MPa 60,8 MPa (94,96 = 0,60) MPa
K ges[L/mol] 8,2 11,2 14,2
X 0,58 0,60 0,64
S 0,82 0,83 0,83
Y 0,48 0,50 0,54
KEpi . KAldol [L/mol] 4,8 7,0 8,6

des Gleichgewichtes bei verschiedenen Driicken berechnet. Der Druck wurde so lange
auf einem Niveau gehalten, bis die Konzentrationen keine Anderungen mit der Zeit
aufwiesen. Da sich die Werte fiir die Gleichgewichtskonstante und auch die Umsétze der
gesamten Reaktion auch nach 80h als Resultat von Druckvariationen dnderten, wurde
eine Deaktivierung der Enzyme (33 %/5h) aufgrund von Hochdruck ausgeschlossen.

4.6.2 Gleichgewicht

Die Gleichgewichtskonstanten, welche mittels der Ergebnisse aus Abbildung 4.34 be-
rechnet wurden, wurden in Tabelle 4.7 festgehalten. Die Gleichgewichtskonstante der
Gesamtreaktion wurde mittels Gleichung (3.46) bestimmt. Gleichzeitig zu dem Einfluss
von Druck auf Ky, konnte auch der Einfluss von Druck auf die Gleichgewichtskonstanten
der Einzelreaktionen bestimmt werden, indem die entsprechenden Reaktanten verwendet
wurden.

Da eine Abhéngigkeit der gekoppelten Reaktion vom Druck festgestellt wurde, wurden
weitere Versuche bei Niedrig- und Hochdruck durchgefiihrt, welche in Abbildung 4.35
dargestellt wurden. Bei denen mit einem Plus markierten Messwerten wurde das Sys-
tem zuvor unter Hochdruck gesetzt und die Gleichgewichtskonstante war entsprechend
deutlich erhoht. Mit 8,1 L/mol waren diese Messwerte deutlich hoher als andere unter
vergleichbaren Bedingungen. Deshalb wurde vermutet, dass das Gleichgewicht unter
Niedrigdruck noch nicht erreicht war.

Bei den mit einem Stern gekennzeichneten Messwerten betrug die Gleichgewichtskon-
stante der Aldolase 37 L/mol bei Niedrigdruck. Da dieser Wert deutlich iiber den einzeln
gemessenen Werten der Aldolase lag und zudem die Gleichgewichtskonstante der Aldolase
in isolierten Versuchen von 40 L/mol (Hochdruck) auf 20L/mol (Niedrigdruck) abfiel,
wurde von einem Messfehler ausgegangen.

Die aus den Ergebnissen von Abbildung 4.35 berechneten thermodynamischen Gréfien
(Ko und AV) der Einzel- und Gesamtreaktion wurden in Tabelle 4.8 festgehalten.
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Abbildung 4.35: Erhaltene Werte fiir die Gleichgewichtskonstante der Aldol-Reaktion,
Epimerisierung und der Gesamtreaktion. Insgesamt wurden sechs Versuche durchgefiihrt,
wobei verschiedene Startkonzentrationen (10 mM bis 500 mM) und Mengen an Enzym (Epime-
rase: 9mg bis 57 mg Aldolase: 85 mg bis 180 mg) verwendet wurden. Als Ausreifier deklarierte
Punkte wurden mit einem Stern und Plus gekennzeichnet. Berechnete thermodynamische
Parameter wurden in Tabelle 4.8 aufgelistet. Flussrate 1,5 mL/min bis 2mL/min, 100 mM
KP;-Puffer bei einem pH-Wert von 7,5.

Tabelle 4.8: Berechnete thermodynamische Groflen aus der gekoppelten Reaktion (Abbil-
dung 4.35.

Ky AV [mL/mol]
Aldol-Reaktion (22,7 +2,3) L/mol -22,0+5.,7
Epimerisierung 0,24 £ 0,01 -0,6 £2,9

Gekoppelt (5,7+0,8) L/mol -21,1+£85
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Die aus der gekoppelten Reaktion berechneten Werte Ky und AV fiir die Aldolase und
Epimerase wiesen die gleiche Gréflenordnung wie die der isoliert bestimmten Parameter
auf.

Thermodynamisch muss die Volumensédnderung der Reaktionssequenz der Summe der
Volumensénderungen der Einzelreaktionen entsprechen, da diese iiber die molare Volumen
der Reaktanten berechnet wird (vergleiche Gleichung (5.1)). Innerhalb der Ergebnisse
der Messreihe von Tabelle 4.8 sind die Ergebnisse konsistent.

Fiir die gekoppelte Reaktion wurden verschiedene Gleichgewichtskonstanten in der
Literatur veroffentlicht: 5,90 L/mol [41] und (7,12+3,25) L/mol [42]. Diese Werte stimmen
mit dem gemessenen Wert von (5,7 +0,8) L/mol iiberein.

Eine Erhohung der Gleichgewichtskonstante von 5,7 L/mol auf 14 L/mol wiirde bei
einem Substratverhéltnis von 1 und einer Startkonzentration von 0,3 mol/L eine Verdnde-
rung des Gleichgewichtsumsatzes von 47 % auf 62 % bedeuten.

Die Wirtschaftlichkeit dieser Steigerung ist in Abschnitt 5.3.1 diskutiert.

Es fallt auf, dass die Aldolase in der gekoppelten Reaktion scheinbar sensitiver gegen-
iiber Druck war. Das zeigte sich sowohl durch héhere Werte fiir K 4;4,; bei Hochdruck als
auch durch eine groflere Reduktion des molaren Volumens. Bei der gekoppelten Reaktion
betrug die Gleichgewichtskonstante der Aldol-Reaktion bis zu 59,9 L/mol. Bei der einzeln
untersuchten Reaktion wurden Werte bis zu 45,2 L/mol berechnet. Die Volumenédnderung
der Aldol-Reaktion in dieser Messreihe wurde zu (-22,0 + 5,7) mL/mol und bei der aus-
schliefllichen Verwendung zu (-16,0 £ 1,2) mL/mol bestimmt. Es besteht die Moglichkeit,
dass bei der isolierten Untersuchung das Gleichgewicht noch nicht vollstdndig erreicht
war und so die bestimmten Werte fiir die Gleichgewichtskonstante systematisch geringer
berechnet wurden.

Bei der Epimerisierung sind die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen und Ergebnisse
aus der gekoppelten Reaktion konsistent. Hier betrug Ky 0,23 + 0,01 (einzeln) und
0,24 + 0,01 (gekoppelt). Die Anderung des molaren Volumens war (1,6 + 3,8) mL/mol
(einzeln) und (-0,6 + 2,9) mL/mol (gekoppelt).

4.6.3 Zusammenfassung

Die isoliert untersuchten Enzyme konnten sowohl in einem gemischten Festbett, als auch in
zwel individuellen Festbettreaktoren verwendet werden um Neu5Ac aus GlcNAc und Pyr
zu produzieren. Hierbei wurde der Umlaufreaktor wie ein Satzreaktor bei verschiedenen
Driicken verwendet um den Reaktionsfortschritt zu verfolgen.

Simulationen der Reaktionskinetik waren vergleichbar mit gemessenen Produktkon-
zentrationen. Die Lage des Gleichgewichts wurde von der Simulation nicht zuverlassig
berechnet, was mit fehlenden oder fehlerhaften Daten der Riickreaktion der Aldolase
begriindet wurde.

Die aus der gekoppelten Reaktion bestimmten Daten zum Gleichgewicht der Einzelre-
aktionen wiesen vergleichbare Gréflenordnungen zu den isoliert berechneten Werten auf
(z.B. (-16,0+1,2) mL/mol aus der isolieren und (-21,1+8,5) mL/mol aus der gekoppelten
Reaktion).
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Somit konnten die Lage des Gleichgewichts der gesamten Reaktionssequenz positiv
durch Druck beeinflusst werden.

4.7 Machbarkeitsnachweis: kontinuierlich betriebener
Umlaufreaktor

Der kontinuierliche Betrieb in der Biotechnologie wurde von Woodley als essentiell be-
schrieben, um die Entwicklung voranzutreiben [2]. Um diesem Vorschlag nachzukommen,
wurde der Umlaufreaktor (welcher einem Satzreaktor dhnelt) zu einem kontinuierlich
arbeitendem Reaktor umgebaut, indem frische Substratlosung (GlceNAc und Pyr) in den
Pufferbehélter gefordert und zeitgleich Reaktionsmedium herausgepumpt wurde (Abbil-
dung 4.36). Da im Pufferbehélter Umgebungsdruck herrscht, konnten Spritzenpumpen
verwendet werden, welche nicht fiir Hochdruckanwendungen entwickelt wurden. Mittels
der Spritzenpumpen wurde die Flussrate durch den Umlaufreaktor eingestellt und so die
Reaktionszeit variiert, wahrend der Druck im Reaktor 88 MPa betrug.

Das System wurde zunéchst auf Dichtigkeit iiberpriift, indem der Umlaufreaktor
10 min (0,5 7) betrieben wurde. AnschlieBend wurden die Spritzenpumpen eingeschaltet
und der kontinuierliche Betrieb aufgenommen. Zeitpunkt ,0¢ wurde mit dem Start des
kontinuierlichen Betriebs definiert, was dazu fithrte, dass zu diesem Zeitpunkt bereits ein
geringer Umsatz vorhanden war.

Der Fehler der Massenbilanz von GlcNAc, ManNAc und Neu5Ac betrug hochstens
5,5% und auch mikrobielles Wachstum in dem Zulauf wurde ausgeschlossen, indem
die Konzentrationen des Zulaufs zum Ende des Experiments erneut vermessen wurden
(GleNAc zu Beginn 287 mM und 290 mM am Ende, Pyr zu Beginn 290 mM und 300 mM
am Ende).

Bei einer eingestellten Verweilzeit von 10 min wurde alle 10 min eine Probe entnommen
(bei 20 min entsprechend alle 20 min). Nach fiinf Verweilzeiten wurden die Konzentra-
tionen in Duplikaten bestimmt und beide Ergebnisse in Abbildung 4.37a aufgetragen.
Abschlielend wurde die Flussrate deutlich reduziert und der Reaktor kontinuierlich fiir
12 h betrieben (insgesamt 20 h Betrieb). Der Verlauf des Drucks wurde in Abbildung 4.37b

|

Abbildung 4.36: Kontinuierlich arbeitender Umlaufreaktor.
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aufgezeichnet. Der Druck im System musste nicht reduziert werden um Lésungsmedium
in eine Spritzenpumpe nachzufiillen oder zu entnehmen, da weiterhin Medium geférdert
wurde. Hierdurch ergab sich ein kontinuierlich hoher Druck.

Es fiel auf, dass die Konzentrationen von GlcNAc und Pyr zu Ende des Versuchs um
knapp 3 % hoher als zu Beginn waren. Zudem war die Summe der Konzentrationen von
GlecNAc, ManNAc und Neu5Ac 275 mM bis 280 mM und somit knapp 3 % niedriger als
die GlcNAc-Konzentration des Zulaufs. Es ist denkbar, dass der Zulauf nicht homogen
durchmischt und so die GlcNAc-Konzentrationen am Boden des Reaktors erhoht war.
Solche Inhomogenitdten konnten auch bei anderen Lésungen optisch beobachtet werden,
da der Brechungsindex aufgrund der GleNAc-Konzentration verdndert wurde.

Der Umsatz wurde parallel mittels der bestimmten Reaktionskinetik berechnet, indem
die Massenbilanzen des Reaktors (Gleichung (4.14)) numerisch nach der austretenden
Konzentration gelost wurde.

cG -1 0
d | em . . 1 -1 vepi(ca, cM, cp, cN)
- =V.cun-V- . . P = 4.14
VReadt cp Viocein=VoCoust Viea| 4 (UAldol(CGycMacPacN) 0 (4.14)
CN 0 1

Dabei sind cei, die Konzentrationen jeder Spezies im Eingangsstrom als Vektor (in

mol/m?) und caus entsprechend die Konzentrationen des Ausgangsstroms (in mol/m?).

Um Gleichung (4.14) zu erhalten, wurde das System als stationir angenommen.
Exemplarisch sind die Bilanzen fiir ManNAc und NeubAc ausgeschrieben:

denm . .
VReaW =V. CM,ein — V- CM,aus t VRea - UEpi(CGa CM, Cp, CN) = VRea UAldol(cG) CM, Cp, CN)
(4.15a)

den . .
VReaE =V. CN,ein — V. CN,aus T VRea : UAldOl(CG7 CM, Cp, CN) (415b)

Die berechneten und gemessenen Umsétze, sowie die Raum-Zeit-Ausbeute sind in
Tabelle 4.9 aufgefiihrt.

Tabelle 4.9: Ergebnisse zu Abbildung 4.37. Gemessenen und berechneten Umsétze sowie
die RZA bei verschiedenen Volumenstrémen. Der Umsatz wurde tiber GlcNAc berechnet.
Bei 1 mL/min war die Konzentration von NeubAc unter der Detektionsgrenze und es wurde
keine RZA berechnet.

Volumenstrom [mL/min] RZA [g/d/L] gem. Umsatz [%] ber. Umsatz [%]

0,045 149 34 38
0,5 67 4 6,7
1 2 3,7
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Um eine homogene Durchmischung zu gewéhrleisten sollte die Flussrate des Eingangs-
stroms deutlich hoher sein als die des Umlaufstroms. So ist bei Schlaufenreaktoren
ab einem Riicklaufverhéltnis von 10 mit stationdren Bedingungen zu rechnen und ab
einem Verhéltnis von 20 einem Verhalten &hnlich zu einem kontinuierlich arbeitenden
Riihrkessel [183]. Da der Volumenstrom des Kreislaufs 2mL/min betrug, wére bis ma-
ximal 0,1 mL/mol eine homogene Durchmischung zu erwarten. Das bedeutet, dass bei
0,5mL/min und 1 mL/min das Medium potentiell nicht homogen gemischt war. Eine
Analyse der VZV des gesamten Reaktors kénnte Aufschluss {iber die Durchmischung
liefern.

Qualitativ wurden folgende Beobachtungen zum Reaktorkonzept und die Ergebnisse
gemacht:

o Es konnte gezeigt werden, dass regulédre Spritzenpumpen fir die Verwendung des
Hochdruckumlaufreaktors verwendet werden konnten wahrend sich das Festbett
unter Hochdruck (88 MPa) befand.

¢ Die Spritzenpumpen konnte neu befiillt werden, ohne dass der Druck des Festbett-
reaktors reduziert werden musste.

e Mit einer Reduzierung der Forderrate der Spritzenpumpen stiegt der Umsatz, was
auf die Erhohung der Verweilzeit zuriickgefithrt wurde.

e Das System erreichte den stationdren Betriebspunkt nach drei Verweilzeiten.

¢ Es wurde ein kontinuierlich arbeitendes Reaktorkonzept entwickelt werden, welches
Studien unter Hochdruck erméglicht.
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Abbildung 4.37: Gemessener Umsatz wihrend der Versuchszeit. Verwendet wurden verschie-
dene Fordergeschwindigkeiten (0,5 mL/min, 1 mL/min und 0,045 mL/min) der Spritzenpum-
pe. Gesamtvolumen 10 mL, im Kreis geforderter Volumenstrom 2 mL/min, Substratlésung
290 mM GlcNAc und 290 mM Pyr, 40 °C, 100 mM KP;-Puffer bei einem pH von 7,50, 1 mM
ATP und 1 mM MgCly, 50,6 mg Epimerase-Trager-Praparat in 0,21 mL, 258,1 mg Aldolase-
Tréager-Préaparat in 0,70 mL. Der Messpunkt bei 1295 min erfolgt als Triplikat. Zahlenwerte
fiir die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) und Umsétze sind in Tabelle 4.9 aufgefiihrt.
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5 Diskussion und Ausblick

Dieses Kapitel ist dreigeteilt. Zu Beginn werden die Reaktoraufbauten mit Vor- und
Nachteilen beschrieben um potentielle systematische Fehler in den Messungen zu iden-
tifizieren. AnschlieBend werden die Messwerte dieser Arbeit hinsichtlich Konsistenz,
Reproduzierbarkeit und systematischen Fehlern diskutiert. Abschliefend wird mit einer
Kosten-Nutzen-Analyse bewertet, inwiefern Hochdruck wirtschaftliche Vorteile bringen
kann.

5.1 Experimenteller Aufbau

Die positiven Aspekte des entwickelten Hochdruckumlaufreaktors, sowie die Verwendung
des Festbettreaktors wurden bereits in Kapitel 4 aufgefiihrt und werden an dieser Stellen
kurz genannt.

Der Festbettreaktors ist fiir kinetische Messungen geeignet, da sehr kurze Verweilzeiten
eingestellt werden kénnen. Durch die eingebaute Mischkammer konnten zudem die Kon-
zentrationen variiert werden. Verglichen mit einer kinetischen Messung in Satzreaktoren
stellen diese Punkte einen Vorteil dar. Besonders ist dies ein Vorteil, wenn der Satzreaktor
unter Druck stehen. Bei Hochdrucksatzreaktoren muss zur Vermessung der Konzentra-
tionen entweder der Druck vollstdndig reduziert oder eine geeignete Echtzeit- Analytik
etabliert werden.

Nachteilig ist, dass es nicht ohne Weiteres moglich ist, den Reaktionsfortschritt zu
analysieren. Zwar kann der Volumenstrom reduziert werden um hohere Verweilzeiten zu
erreichen, dies kann aber das Stromungsprofil veréndern.

Das Befiillen des Reaktors wurde ohne weiteren apparativen Aufwand durchgefithrt.
Zwar wurden die produzierten Schiittungen mittels Verweilzeitverteilung (VZV) unter-
sucht (und als &hnlich festgestellt, siehe Abschnitt 4.2.2), es ist jedoch moglich, dass die
VZV eine Mittlung aller lokalen Eigenschaften des Festbetts darstellt. Diese wiirden dazu
fihren, dass lokale Unterschiede in der Schiittung global als vergleichbare Schiittung
erscheinen.

Bei der Verwendung von Festbettreaktoren in dem Mafistab dieser Arbeit besteht
die Gefahr von Randgéngigkeit. Um diese zu vermeiden, muss der Radius des Reaktors
deutlich gréfer als der Radius der Partikel sein. Durch die VZV konnte Randgéingkeit in
dieser Arbeit ausgeschlossen werden, da die Verteilung unimodal war.

Die Kenntnis der VZV ist essentiell, da mit dieser die mittlere Verweilzeit des Fluids
bestimmt wird und diese in kinetische Berechnungen eingeht. Ist diese Messung fehlerhaft,
sind sdmtliche Ergebnisse systematisch verzerrt und somit alle Reaktionsgeschwindkeiten
grofer oder kleiner als die reale Geschwindigkeit. Sollte dies der Fall sein, wéiren die
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berechneten Werte fiir v,,q, beziehungsweise agp mas fehlerhaft. Sowohl die vermessenen
Inhibierungs- und Michaelis-Menten-Konstanten als auch der Einfluss von Druck auf
diese, wiirden von diesem Fehler nicht beeinflusst.

Es fillt auf, dass die Menge an Enzym-Tréger-Praparat, welche in die Reaktoren gefiillt
wurde, stark schwankt. Fiir das Epimerase-Trager-Praparat wurde eine Konzentration
von 240 g/L bis 298 g/L und bei dem Aldolase-Tréger-Préiparat eine Konzentration von
256 g/L bis 389 g/L verwendet. Diese wurde iiber das Leervolumen des Reaktors und
die eingesetzte Masse an Enzym-Triger-Priaparat berechnet. Beim Offnen des Reaktors
nach den Messreihen fiel bei keiner auf, dass die Lidnge des Festbetts widhrend des
Versuches reduziert war. Der Reaktor war stets vollstandig befiillt. Gréf8ere Hohlrdume im
Festbett werden dadurch ausgeschlossen, da das Festbett beim Packen mittels einer KP;-
Pufferlosung komprimiert und gegebenenfalls mehr Enzym-Trager-Priaparat nachgefiillt
wurde. In Anbetracht der unterschiedlichen Mengen an Praparat muss die Aussage iiber
ein vergleichbar gepacktes Festbett dennoch zu hinterfragt und erneut analysiert werden.

Es besteht die Moglichkeit, dass die Partikel unterschiedlich stark zerkleinert wurden.
Dabei kann das hergestellte Festbett eine hohere Dichte aufweisen, wenn die Partikel
kleiner sind. Aus diesem Grund ist die Methodik der Zerkleinerung und Befiillung der
Reaktoren zu standardisieren.

Folgende Aspekte stellten sich als Vorteile des Hochdruckumlaufreaktors heraus:

e Direkte Probenentnahme wihrend im Reaktor Hochdruck herrscht

o Kontinuierliche Produktion/Synthese durch Umbau mittels zwei Pumpen moglich,
welche nicht auf Hochdruck ausgelegt sind

Nachteilig ist jedoch, dass der Aufbau nicht direkt im Mafistab vergréfert werden
kann. Da Kapillaren mit kleinen Innendurchmessern (50 um) verwendet wurden und der
produzierte Druckverlust vom Volumenstrom abhéngt, muss bei grofleren geforderten
Mengen untersucht werden, inwieweit dieses Vorgehen realisiert werden kann. Alternativ
sind geeignete Riickdruckregler heranzuziehen.

Zudem miissen geeignete Pumpen verwendet werden. In dieser Arbeit wurde die Pumpe
einer Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie (UHPLC) eingesetzt, welche maximal
3mL/min fordern kann. Pumpen mit groferen Volumenstromen (bei Hochdruck) diirfen
dabei keine signifikanten Druckschwankungen erzeugen, da diese Enzyme schaden kénnen.
Rapider Druckaufbau und Entspannung werden in der Lebensmittelindustrie verwendet
um Enzyme zu deaktivieren (vgl. Abschnitt 1.1.2).

5.2 Diskussion der Messergebnisse

Wie im vorherigen Abschnitt erwéhnt ist das Zerkleinern der Partikel zu vereinheitli-
chen. Zudem ist die PartikelgrofSenverteilung der zerkleinerten Partikel zu vermessen um
sicherzustellen, dass bei allen Versuchsreihen vergleichbare und vernachlédssigbare Diffu-
sionseffekte vorliegen. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll, dass die Enzyme direkt
auf kleineren Partikeln immobilisiert werden, welche eine definierte Groéflienverteilung
aufweisen.
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Trotz nicht-standardisierter Methodik zur Zerkleinerung waren die vermessenen Reak-
tionsraten in dieser Arbeit konsistent. Dabei bildet die Untersuchung der Inhibierung
der Epimerase durch Pyruvat (Pyr) eine Ausnahme, bei welcher die Reaktionsrate
niedriger als bei vergleichbaren Experimenten war. Eine mogliche Erklarung besteht
in unterschiedlichen Partikelgrofienverteilungen, wodurch Diffusionseffekte signifikant
waren.

Ein weiterer Aspekt ist der Vergleich der kinetischen mit den thermodynamischen Daten
mittels der Haldane-Beziehung. Es bestand Ahnlichkeit zwischen den direkt vermessenen
Gleichgewichtskonstanten und mittels Haldane-Beziehung berechneten. Aufgrund der
Konfidenzintervalle der kinetischen Parameter war das per Fehlerfortpflanzung berechnete
Konfidenzintervall der berechneten Gleichgewichtskonstanten im Vergleich zum Wert
grof} (z.B. (27,2 +24,7) L/mol).

Eine Erhohung der Anzahl der kinetischen Messungen sollte zu einer Reduktion der
Messunsicherheit und zu einer Reduktion aller Konfidenzintervalle fithren.

5.2.1 Beriicksichtigte Messwerte

Fiir die Auswertung der Versuche wurden ausschliefilich Messwerte verwendet, bei welchem
die Massenbilanz einen Fehler von maximal +10 % aufwies. Hiermit wurde sichergestellt,
dass die Konzentrationen jeder Probe fiir sich genommen physikalisch sinnvoll waren.

Die Fehler der Analytik mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
wiesen kleine Werte auf, wie aus den Kalibrierungen hervorging. Die Steigung der Kalibrati-
onsgeraden wies eine Unsicherheit von maximal 2,5 % auf und die Regressionskoeffizienten
waren grofer als 0,998.

Bei kinetischen Messungen wurden Messpunkte (Konzentrationen und Reaktionsge-
schwindigkeiten) doppelt vermessen und unabhéngig von Abweichungen untereinander
verwendet (sofern der Fehler der Massenbilanz kleiner als +10 % war). Durch die direkte
Verwendung samtlicher Messwerte (ohne vorherige Mittelung) wurde sichergestellt, dass
die Variationen bei der Regressionsrechnung beriicksichtigt wurde.

5.2.2 Verwendung protonierter Neuraminsaure

Bei der Vermessung der Reaktionskinetik der Riickreaktor der Aldolase wurde protonier-
te N-Acetylneuraminsédure (NeubAc) verwendet. Wurde eine Reaktion ausgehend von
N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) oder N-Acetyl-D-mannosamin (ManNAc) durchgefiihrt,
wurde deprotiniertes Pyr verwendet, welches zu einer deprotonierten NeubAc fiithrt. Dies
zeigte sich unter anderem darin, dass der pH-Wert nicht verdndert wurde, wenn Neu5Ac
aus ManNAc und Pyr gebildet wurde. Wenn aber eine Losung bestehend aus der ge-
kauften NeubAc angesetzt wurde, wies diese einen niedrigen pH-Wert auf. Dieser sank
bei einer 200 mM Neub5Ac-Losung (in 100 mM KP;-Puffer) auf ca. 2. Um die Losung zu
neutralisieren, wurde sowohl die Pufferkonzentration erhoht, als auch NaOH zugegeben.
Es ist moglich, dass die Reaktionskinetik der Aldolase durch die gednderten Reaktionsbe-
dingungen verdndert wurde. Dies konnte sowohl die Michaelis-Menten-Konstante (K ]\]\/5)
als auch die Aktivitdt der Riickreaktion beeinflussen. Mittels der Haldane-Beziehung
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wurde die Gleichgewichtskonstante aus den kinetischen Parametern berechnet und mit
der direkt vermessenen Gleichgewichtskonstante vermessen. Beide Methoden fiithrten zu
vergleichbaren Ergebnisse, was die Validitdt der kinetischen Parameter erh6ht. Dennoch
ist es moglich, dass beide Parameter der Riickreaktion um den gleichen Faktor verfilscht
wurden.

Zudem ist zu beachten, dass das verwendete Pyr mit Na* versetzt war um ionische
Ladungen auszugleichen.

Aus diesem Grund erscheinen Versuche mit deprotoniertem Neub5Ac sowie protoniertem
Pyr ohne Na™, welche systematisch den Einfluss untersuchen, sinnvoll.

5.3 Wirtschaftlichkeitsanalyse: Vorteile und Kosten von
Hochdruck

Wie in dieser Arbeit festgestellt bietet Hochdruck einen positiven Einfluss auf das Reak-
tionsgleichgewicht und auch auf die Reaktionskinetik. Um diesen Vorteil zu den Kosten
der Druckerzeugung zu relativieren, wurde eine Wirtschaftlichkeitsanalyse durchgefiihrt.

Andere Autoren haben bereits beschrieben, dass Druck eine sehr kostengiinstige Mog-
lichkeit ist, Reaktionen zu beeinflussen [4]. Diese Aussage wurde im Rahmen der Wirt-
schaftlichkeitsanalyse untersucht.

Die Analyse in dieser Arbeit wurde allgemein gehalten um auch auf andere Reakti-
onssysteme anwendbar zu sein. Diese Wirtschaftlichkeitsanalyse setzt voraus, dass die
Abhéngigkeit von verschiedenen Parameter vom Druck zuvor vermessen wurden (zum Bei-
spiel die Anderung des molaren Volumens zwischen den Reaktanten und Verinderungen
der Affinitdten zum Enzym).

Es konnte gezeigt werden, dass die Selektivitidt gesteigert werden konnte, wodurch
die Aufreinigung des Produktes vereinfacht wird. Dieser Aspekt wird in der folgenden
Betrachtung nicht berticksichtigt, da die Aufreinigung speziell fiir das Modellsystem ist
und nicht fiir beliebige Reaktionen abzuschétzen ist.

Die Verwendung von Hochdruck bildet eine Ergénzung oder Alternative zu bisherigen
Strategien wie die Erhohung des Substratverhéltnisses. Auf dies wird in Abschnitt 5.3.1
weiter eingegangen.

Inwiefern die Anwendung von Druck wirtschaftlich sinnvoll ist, hdngt davon ab, wie
stark die Reaktionsgeschwindigkeit und die Endkonzentration durch Druck beeinflussbar
sind. Zunéchst wurde die Lage des Gleichgewichts betrachtet, da diese das maximale
Potential von Reaktionen darstellt [8]. In beiden Uberlegungen wurde ein Festbettreaktor
modelliert.

Aus der Wirtschaftlichkeitsanalyse ergab sich zudem ein Prozessfenster, mit welchem der
optimalen Betriebspunkt bestimmt werden kann. Da die verwendeten Parameter zu keiner
signifikanten Reduktion der Aktivitdt der Enzyme fiihrten, konnen alle Parameter im
gesamten Fenster verwendet werden (Druck bis 130 MPa, Konzentrationen bis 500 mM).

Fiir die wirtschaftlichen Betrachtungen wurden keine Investitionskosten (zum Beispiel
in geeigneten Verschraubungen, Dichtungen oder Reaktoren) abgeschétzt, da diese vom
Mafstab abhédngen.
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Abbildung 5.1: Gleichgewichtsumsatz in Abhéngigkeit der Gleichgewichtskonstanten einer
2-zu-1-Reaktion. Beispielhaft fiir ein Substratverhéltnis von 1.

5.3.1 Endkonzentration / Gleichgewicht

Die austretende Konzentration ist durch die Lage des Gleichgewichts begrenzt. Somit
stellen Gleichgewichtskonzentration und Gleichgewichtsumsatz eine obere Limitation
eines Reaktors dar. Diese hédngen von der Gleichgewichtskonstanten K ab (Abbildung 5.1),
welche iiber die freie Gibbs-Energie mit dem Druck verbunden ist (Gleichung (3.66)).
Alle folgenden Uberlegungen stellen deshalb eine obere Grenze dar. Diese obere Grenze
muss wirtschaftlich durch Druck beeinflusst werden, damit die Reaktoren mit realen
Umsétzen potentiell wirtschaftlich sind. Ist durch die folgende wirtschaftliche Betrachtung
kein Mehrwert durch Druck zu erreichen, muss untersucht werden, ob Hochdruck die
Reaktionskinetik optimiert.

In Abbildung 5.1 wurde unter Beriicksichtigung von Gleichung (3.66) der Umsatz als
Funktion von dem Druck berechnet. Die erhaltene Funktion héngt unter anderem von der
Lage des Gleichgewichts bei Referenzbedingungen, aber auch von der Volumenédnderung
ab, und wurde erfolgreich in Abschnitt 4.4.1 verwendet.

In Abbildung 5.2a ist zu erkennen, dass eine Erhéhung des Drucks keinen Vorteil bringt,
wenn das molare Volumen nicht durch die Reaktion reduziert wird (AV = 0mL/mol).
Ansonsten wird deutlich, dass bei einer Erhéhung des molaren Volumens der Gleichge-
wichtsumsatz reduziert wird. Auflerdem zeigt die Abbildung, dass hohe Gleichgewichts-
umsétze schneller erreicht werden, wenn die Volumendnderung grofl ist. Reaktionen,
bei welchen die Lage des Gleichgewichts bei Umgebungsdruck auf Substratseite liegen,
bieten ein hoheres Optimierungspotential, welches durch Druck erreicht werden kann
(Abbildung 5.2b).

Somit kdnnen Reaktionen besonders gut durch Druck beeinflusst werden, wenn folgende
thermodynamische Eigenschaften gegeben sind: Die Gleichgewichtskonstante ist bei
Niedrigdruck klein und das molare Volumen des Produktes ist kleiner als das der Substrate.
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Abbildung 5.2: Grafische Darstellungen von Gleichung (3.67). Anderung des Gleichge-
wichtsumsatzes fiir verschiedene Parameter AV und Ky bei dquimolarem Substratverhéltnis
und 7' =20°C. AV in mL/mol.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Reaktionen weisen fiir sich genommen,
unvorteilhafte Bedingungen auf. Bei der ersten Reaktion konnte kein signifikanter Einfluss
von Druck auf die Gleichgewichtskonstante festgestellt werden (AV ~ 0mL/mol). Zudem
war der Gleichgewichtsumsatz (20 %) und die Gleichgewichtskonstante (0,23) niedrig.
Die zweite Reaktion besitzt eine Gleichgewichtskonstante, welche im Vergleich zur ersten
Reaktion sehr hoch ist (20,9L/mol). Diese konnte durch Druck weiter erhoht werden
(AV = -16mL/mol). Durch die Kombination beider Reaktionen werden die Volumenén-
derungen addiert und es wird die Gleichgewichtskonstante der Reaktionssequenz durch
die Multiplikation der einzelnen berechnet (Gleichung (5.1)).

Kges = Kppi - K Aldol (5.1a)

Kges (0)e 7T VNVEVE) = [p 1 (0) - K ag01(0) - € BT (AVEwit AValao) (5.1b)
= Kppi(0) - K a1o1(0) - e~ 7r (Vi =Vor Vv =Var=Ve) (5.1¢)

= Kppi(0) - K aigor(0) - e 7 (Vv=Va=Ve) (5.1d)

Mit Vg, Vs, Vp und Vi als molares Volumen von GleNAc, ManNAc, Pyr und NeubAc
(in m3/mol).

Die berechneten Verldufe von Abbildung 5.2b geben das gleiche Verhalten wieder,
welches auch von Bruins und Mitarbeitern festgestellt wurde [77]. Sie stellten fest, dass
aus thermodynamischer Sicht der Prozess bei sehr hohen Driicken (iiber 1 GPa) optimiert
werden konne und der limitierende Faktor die Enzymstabilitit bei diesen Driicken sei.

Hierbei muss allerdings berticksichtigt werden, dass dieses Optimum nur thermody-
namisch betrachtet wurde und dass die Steigerung des positiven Effekts durch Druck
limitiert ist (maximaler Umsatz ist 100 %). Zeitgleich steigen jedoch die Betriebskosten
des Prozesses mindestens linear durch den Energieverbrauch zur Druckgenerierung (hin-
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Abbildung 5.3: Geld-Bilanz unter Berticksichtigung der Kosten fiir das eingesetzte Substrat
(éin), sowie die Energie zur Generierung des Drucks (ép) und austretendem Wert (€g45).

zukommen Steigerungen in der Auslegung und Anschaffung, welche fiir die folgenden
Uberlegungen vernachlissigt wurden).

Um den Prozess und den Druckaufbau wirtschaftlich zu betrachten, wurden die Kosten
fiir (beliebig hohen) Druck beriicksichtigt. Hierfiir wurde der monetédre Wert der verschie-
denen Stromen um den Reaktor bilanziert (Abbildung 5.3). Diese Bilanz beinhaltet die
Kosten des Substrats, welches in den Reaktor eintritt (Gleichung (5.2)), sowie der Wert
der Chemikalien, welche den Reaktor verlassen (Gleichung (5.3)) und die Energiekosten
zur Druckgenerierung (Gleichung (5.4)). Vernachléssigt wurden die Kosten fiir Temperie-
rung, da diese in beiden Féllen identisch anfallen. Da diese Bilanz den kontinuierlichen
Prozess betrachtet, werden weiter die Anschaffungskosten nicht beriicksichtigt.

Die Geldstrome in Abbildung 5.3 wurden zunéchst einzeln dargestellt und anschlieend
in eine Gleichung zusammengefiihrt.

Die eingehenden Kosten durch die Substrate sind die Preise des Substrats:

€ein =g ks = Mg -cgo-V - kg (5.2)

Hierbei ist €, der in das System eingebrachte monetére Strom durch Substrate (in €/s),
mg der Massenstrom der Substrate (in kg/s), ks die massen-spezifischen Kosten des
Substrates (in €/kg) und Mg die molare Masse der Substrate (in kg/mol).

Das System verlassend ist der Geldwert des Produkts und des nicht umgesetzten
Substrats:

éaus=mP~€p+mS~kS=Mp~Cp'V-€p+MS'Cs~V-k5 (5.3&)
=(Mp-cso- X -ep+Mg-cs0(1-X) -kg)V (5.3b)

Hierbei ist é4,s der das System verlassene monetidre Wert aus Produkt und nicht
umgesetztem Substrat (in €/s), mp der Massenstrom des Produkts (in kg/s), ep der
massen-spezifische Erlos des Produktes (in €/kg) und Mp die molare Masse des Produktes
(in kg/mol).

Fiir die Kosten der Druckerzeugung wurde angenommen, dass diese proportional zu
der aufgebrachten Leistung sind. Um die benétigte Leistung fiir die Druckédnderung zu
berechnen, wurde die Stromfadentheorie verwendet (Gleichung (3.59)).

ép=Pp~kE:Ap-V~kE (5.4)
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Abbildung 5.4: Graphische Darstellung von Gleichung (5.6) bei verschiedenen Werten
fiir die Lage des Gleichgewichts und den Preis des Produktes. Als AV wurde —16 mL/mol
verwendet. 40 °C. Volumenstrom 2 mL/min. Startkonzentration 1 mol/L fiir beide Substrate.
In A beispielhaft ein Preis von 1000€/mol, was bei einer Molmasse von 309 g/mol einem
Preis von 3,24 €/g entspricht. In B ein K von 5. Energiekosten wurden als 80-107°€/J
angenommen.

Mit ép als monetérer Strom fiir Druckerzeugung aufgrund der Energiekosten (in €/s)
und kg als Kosten fir Energie (in €/J bezichungsweise €/W/s).
Somit folgt der Gewinn als Erlos (€445) abztiglich Kosten (ée;, und ép), welcher groier

0 sein sollte.
?

Aé = +Equs — €ein — €P Z 0 (55)

Aé=(cso-X(p)-(Mp-ep—Ms-ks) - Ap-kg)V (5.6)

Der Zusammenhang zwischen Umsatz und Druck wird durch Gleichung (3.67) abgebil-
det.

Wenn der Erlés durch das austretende Substrat als erste Wirtschaftlichkeitsabschétzung
vernachléssigt wird, wird ep > kg angenommen. CARBOSYNTH verlangt bei einer
Reinheit von >0,98 % 5€/g fiir NeubAc [184], 0,1€/g fiir GlcNAc [185] und 0,12€/g fiir
Pyr [186].

In Abbildung 5.4 wurden verschiedene Szenarien simuliert. Zu einem wurde die Position
des Gleichgewichts (K() variiert (Abbildung 5.4a). Zu sehen ist, dass der Gewinn, welcher
mittels Druck erhoht wird, bei Reaktionen stéarker erhoht wird, wenn die Reaktion ein
niedriges K beziehungsweise einen niedrigen Gleichgewichtsumsatz bei Niedrigdruck
aufweist. Reaktionen, bei welchen der Gleichgewichtsumsatz bei Niedrigdruck hoch ist,
haben weniger Potential, dass dieser weiter gesteigert werden kann. Aus diesem Grund
bringt die Verwendung von Druck in diesem Fall einen weniger starken Vorteil. An einem
Punkt (ca. 2GPa) ist der Gleichgewichtsumsatz nahe 100 % und so wird durch eine
Erhohung des Drucks kein Vorteil generiert (vergleiche Abbildung 5.2b).
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Abbildung 5.5: Gleiche Simulation wie Abbildung 5.4 mit einem Produktpreis von 1000€/g.

Zum anderen wird in Abbildung 5.4b deutlich, dass die Kosten fiir die Generierung
des Drucks bei niedrigpreisigen Produkten (0,32€/g) iiberwiegen und die Verwendung
von Hochdruck bei diesen Reaktionen nicht wirtschaftlich ist. Fiir diese Abschétzung
wurden ein Preis von 80-107%€/J angenommen was 0,288€/kWh entspricht. Andere
Werte fiir die Energiekosten dndern die Steigung der Graphen ohne die allgemeine Form
zu verdndern. Wie Abbildung 5.4a zeigt, d&ndert sich auch der Gewinn mit verschiedenen
Werten fiir die Lage des Gleichgewichts. Da in der vorliegenden Arbeit die GréfSenordnung
von Ky 5 L/mol betrug, wurde dieser Wert gewéhlt.

Ein niedriger Wert fiir K ist dquivalent mit einem geringen Gleichgewichtsumsatz,
was dazu fithren kann, dass der Preis des Produkts hoher ist (da die Reaktion thermo-
dynamisch limitiert ist). Somit begiinstigen sich die in den Abbildungen 5.4a und 5.4b
festgestellten Effekte gegenseitig.

Dadurch, dass die Gleichgewichtskonstante der gesamten Reaktion das Produkt der
Gleichgewichtskonstante der Einzelreaktionen ist, reduziert die niedrige Gleichgewichts-
konstante der Epimerase (K ~ 0,25) die Konstante der Gesamtreaktion. Da das mo-
lare Volumen von GlcNAc und ManNAc &hnlich ist, wird die Anderung des mola-
ren Volumens der Gesamtreaktion nicht verdndert und die Sensitivitdt bleibt erhalten
(A%es = A‘/Epz + A‘/Aldo)'

Fiir sehr hochpreisige Chemikalien (1000€/g) sind die Energiekosten zur Druck-
generierung vernachlédssigbar und die Verwendung von Druck fiihrt zu kaum einem
wirtschaftlichen Nachteil (Abbildung 5.5).

Gleichung (5.5) stellt eine Methodik dar, mit welcher der wirtschaftliche Aspekt a
priori untersucht werden kann. Sollte diese ,negativ® ausfallen, besteht weiterhin die
Moglichkeit, dass durch die Erhéhung des Umsatzes die Aufreinigung vereinfacht und
somit kostengilinstiger wird.

Aufgrund der erhohten Anschaffungskosten fiir spezielle, druckresistente Bauteile, kann
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das Argument angebracht werden, dass die Verschiebung des Gleichgewichts auch mit
einer Erh6hung des Substratverhédltnisses erreicht wird. Diese Strategie wurde fiir die
vorliegende Reaktion mehrfach publiziert [51, 52]. Zum einen wird die Epimerase durch
Pyr inhibiert, weshalb Substratverhéltnisse nicht beliebig erh6ht werden sollten. Zum
anderen konnen beide Strategien zeitgleich verwendet werden (Substratverhéltnis groBer
als 1 und Hochdruck). Zuletzt kann angefithrt werden, dass das Substratverhéltnis nicht
beliebig hoch gewéhlt werden kann, sollte die Konzentration von GlcNAc hoch sein
(Loslichkeitsgrenze von Pyr).

Wie in Abbildung 5.6a deutlich wird, kann mit einer Erhéhung des Drucks das Sub-
stratverhéltnis reduziert werden, um den gleichen Umsatz zu erreichen. Zudem wurde der
Gewinn in Abhéngigkeit von dem Druck und dem Substratverhéltnis berechnet. Durch
diese drei Aspekte lédsst sich das Prozessfenster eingrenzen. Aus einem Satz an Bedin-
gungen (z.B. Substratverhéltnis bis 2,5 (Aufgrund von Aufreinigungschritten), Druck
bis 130 MPa, Gleichgewichtsumsatz mindestens 0,7, Gewinn mindestens 4 - 1073 €/s und
Gewinnerhéhung durch Hochdruck von mindestens 15 %) ergibt sich ein Prozessfenster
(Abbildung 5.6b).

Abbildung 5.7 bildet ab, um wie viel der Umsatz (absolut) gesteigert werden kann.
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Abbildung 5.6: Verschiedene Hohenlinien in Abhéngigkeit vom Substratverhéltnis und
vom Druck. Simuliert wurde mit den Werten der gekoppelten Reaktion (Ky = 0.23-20 und
AV = -16mL/mol). GlcNAc-Konzentration 0,25 mol/L. In Abbildung A sind die Héhenlinien
des Gleichgewichtsumsatzes (farbig, durchgezogen) und absoluten Gewinns (blau, gestrichelt)
aufgetragen. In Abbildung B wurde der Gewinn bei gegebenem Druck auf den Gewinn bei
0,1 MPa bezogen. In Abbildung B ist zudem ein exemplarisches Prozessfenster eingezeichnet,
welches Gewinn, Druck, Substratverhéltnis und Gewinnsteierung mittels Druck berticksichtigt.
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Abbildung 5.7: Differenz der Gleichgewichtsumsétze zwischen Hoch- und Niedrigdruck.
Es wurde die Konzentration von GlcNAc und das Verhéltnis zwischen Pyr und GlcNAc
variiert. Die Farben der Hohenlinien ist nicht mit der Farben/Héohe in Fliche korreliert. Die
Hohenlinien sind die berechneten Umséatze bei Umgebungsdruck. Verwendet wurden die
Parameter der gekoppelten Reaktion.



5.3 Wirtschaftlichkeitsanalyse: Vorteile und Kosten von Hochdruck

5.3.2 Kinetik

Analog zur der Bilanz monetérer Fliisse fiir den Festbettreaktor (Abbildung 5.3) kann
eine monetare Bilanz fiir den Umlaufreaktor aufgestellt werden, welche die Kosten mit
der Zeit integriert:

Energickosten Kosten fiir Substrat
Ae(t)=-Ap-V -kp-t—cso- Viea Mg - kg +...
ot X(t) . CS,()VReaMp -ep+ (1 - X(t)) CsS,0 - VRea : MS : k‘s

(5.7)

Erlés durch Produkt Erlos durch Substrat

Beispielhaft wurde mit den gegebenen Parametern fiir die Kinetik Gleichung (5.7) fiir
verschiedene Preise des Produkts ausgewertet. Hierbei wurde auch die Abhéngigkeit der
kinetischen Parameter vom Druck berticksichtigt. Abbildung 5.8 ist dabei exemplarisch
zu sehen, da der Preis fiir das Produkt durch die Reaktion gegeben ist. Da die Simulation
flir einen Satzreaktor durchgefithrt wurde, wird kein zusétzlicher Gewinn generiert,
sobald sich die Reaktion im Gleichgewicht befindet. Zeitgleich steigen die Kosten, sollte
Hochdruck verwendet werden. Aus diesem Grund werden die Konzentrationsverldufe fir
Umgebungsdruck und Hochdruck betrachtet (Abbildung 5.9).

Wie in Abschnitt 4.4.2 und Abschnitt 4.5.1 gezeigt wurde, wurde die maximale Reakti-
onsgeschwindigkeit entweder durch Druck nicht oder negativ beeinflusst. Hinzu kommt,
dass Druck die Affinitat von Pyr (Inhibitor) zur Epimerase erhoht wéhrend die von
ManNAc zur Aldolase reduziert wurde, welches die Reaktionsrate senkte. Diesen Nachtei-
len steht der Vorteil gegeniiber, dass die Affinitdt von Pyr auch zur Aldolase gesteigert
wurde, welches die Reaktionsrate der zweiten Reaktion erhoht.

Simulationen wie in Abbildung 4.33 und Abbildung 5.9 zeigen, dass Hochdruck die Re-
aktion zu Beginn langsamer ablaufen ldsst als unter Umgebungsdruck. Mit Fortschreiten
der Reaktion wird die Lage des Gleichgewichts erreicht, weshalb ab einem Zeitpunkt die
Produktkonzentration bei Hochdruck héher ist als zum gleichen Zeitpunkt bei Niedrig-
druck. Da die Vermessung der Riickreaktion der Aldolase nur eingeschréinkt moglich war,
ist die Simulation bei hohen Produktkonzentrationen mit Unsicherheit belegt, wie auch
in Abbildung 4.33 gezeigt wurde.

Wird die Simulation qualitativ bewertet, kann eine kritische Zeit bestimmt werden,
ab welcher die Konzentration von Neub5Ac bei Hochdruck hoher als die Konzentration
bei Niedrigdruck ist (Abbildung 5.9). Diese kritische Zeit héngt von den eingesetzten
Konzentrationen von GlcNAc und Pyr ab und ist in Abbildung 5.10 berechnet.

Da der Druck auch bei laufender Reaktion gedndert werden kann, wére eine Losung
mit diesem Nachteil umzugehen, dass der Reaktor zu Beginn bei Umgebungsdruck
betrieben wird und der Druck erst nach einer Zeit erhéht wird. Mit einer solchen
Fahrweise wére die langsamere Reaktionsrate umgangen, wiahrend man den Vorteil der
Gleichgewichtsverschiebung beibehélt.
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Abbildung 5.8: Wertgewinn mit der Zeit fiir verschiedene Produktpreise (in €/g) und
Driicken (130 MPa und Umgebungsdruck). Verwendet wurde eine Flussrate von 2 mL/min,

ein Reaktorvolumen von 10 mL und Startkonzentrationen von 0,5 mol/L. 55 mg Epimerase
und 150 mg Aldolase.
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Abbildung 5.9: Simulierter Verlauf der Produktkonzentration bei Niedrig- und Hochdruck.
Startkonzentrationen betrugen 0,5 mol/L GlcNAc und Pyr. 57 mg Epimerase und 179,8 mg
Aldolase, Gesamtvolumen 7 mL.
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Abbildung 5.10: Berechnete kritische Zeit, ab welcher die Produktkonzentration eines
Hochdruck-Versuchs die eines Niedrigdruckversuchs iibersteigt. Rot eingezeichnet sind Simu-
lationen mit einem Substratverhéltnis von 1.
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5 Diskussion und Ausblick

5.4 Ausblick

Um vollstdandig auszuschlieBen, dass Diffusionseffekte einen Einfluss auf die berechneten,
kinetischen Parameter haben, muss die Partikelgrofienverteilung der zerkleinerten Enzym-
Trager-Praparate aufgenommen werden. AnschlieBend miissen diese weiter zerkleinert
oder urspriingliche Préaparate weniger stark zerkleinert werden und die Kinetik erneut
aufgenommen und wie in Abbildung 4.17 verglichen werden. Zudem muss die Partikelgro-
Benverteilung bekannt sein, um quantitative Aussagen treffen und die Reproduzierbarkeit
gewéhrleisten zu kénnen.

Aufgrund des gezeigten Potentials von Hochdruck fiir die Produktion von Neu5Ac wird
auch Potential in einer Folgereaktion von NeubAc zu Sialyllaktose gesehen. Diese wird
im Rahmen der Forschungsallianz protP.S.1. weiter untersucht.

Sofern Hochdruck bei dieser Reaktion auch einen positiven Effekt aufweist (Beschleu-
nigung der Reaktionsrate und/oder Verschiebung der Lage des Gleichgewichts zum
Produkt) kénnen die Synthesebedingungen optimiert werden. Fir die Optimierung soll-
ten die Abhéangigkeit zwischen den kinetischen Parameter und Druck genauer aufgelost
werden.

Ein vielversprechender Aspekt, welcher nicht nur auf das untersuchte System anzu-
wenden ist, ist die Steigerung der Affinitdt zwischen Pyr und den beiden untersuchten
Enzymen. Wenn dies auch fiir andere Enzyme gilt, wire es moglich diesen Effekt fiir
andere Reaktionen oder zur Kofaktor-Regenerierung, welche auf Pyr aufbauen, zu nutzen.

Zuletzt wiesen die Vermessungen des Schmelzpunktes der Epimerase darauf hin, dass
dieser irreversibel durch Hochdruck erhéht werden konnte. Da die Enzyme nur kurz Druck
ausgesetzt waren, ist zu untersuchen, ob lingere Exposition zu starkeren Erhohungen
fiihrt und wie sich dies auf die Langzeit- und Temperaturstabilitit auswirkt. Die mogliche
Erhohung der Reaktortemperatur aufgrund von héheren Driicken ist ein Aspekt, welcher
in der Forschungsallianz protP.S.I. untersucht wurde.

Da der Hochdruckumlaufreaktor im Pufferbehélter Umgebungsdruck aufweist, ist der
Einsatz von Echtzeitmessung ohne spezielle Hochdruckausriistung moglich. Als qualita-
tiver Machbarkeitsnachweis wurde ein Umlaufreaktor mit freier Epimerase verwendet
und der Reaktionsfortschritt der Epimerisierung mittels eines Raman-Lasers in Echtzeit
und inline-Analytik verfolgt. Die berechnete GlcNAc-Konzentration ist in Abbildung 5.11
dargestellt. Durch die Addition von 500 uL. der Epimerase-Lésung war eine Verdiinnung
der GleNAc-Konzentration zu erwarten. Die Zugabe der Epimerase-Losung reduzierte die
berechnete GlcNAc-Konzentration. Weiter wurde die Konzentration erhéht, als 2 mL einer
200 mM GlcNAc-Losung zugesetzt wurden. Die berechneten Konzentrationen gaben die
zu erwartenden Verlduft qualitativ wider. Nach der ersten Zugabe der Epimerase-Losung
war eine Reduktion der GleNAc-Konzentration von 190 mM auf 180 mM zu erwarten. Die
Raman-Messung und das chemometrische Modell berechneten jedoch (161 + 17) mM.

Ab 40 min nahm die GlcNAc-Konzentration ab, was den Reaktionsverlauf widerspiegelte.
Durch geeignetere Kalibrationen ware die Echtzeitanalyse eine geeignete Methode zur
Aufnahme des Reaktionsfortschritts. Wiirde diese auf den Rest des Reaktionssystem
ausgeweitet werden, konnten Analysezeiten deutlich reduziert werden. Zudem kénnte
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Abbildung 5.11: Freie Epimerase im Umlaufreaktor. Umgebungsdruck, 40 °C, Flussrate
2mL/min, 8 mL Reaktionsvolumen, 50 mM KP;-Puffer (pH 7,50). Konzentration der En-
zymlosung 3,2 gg/L. Startkonzentrationen 0,2 gg/L Epimerase 200 mM GlcNAc. Samtliche
Losungen enthielten 1 mM Adenosin triphosphat (ATP) und 1 mM MgCls.

das Reaktionsmedium mit einer deutlich héheren Messfrequenz und ohne Entnahme von
Reaktionsmedium vermessen werden.

Wiéhrend der entwickelte Reaktor fiir den Labormafistab geeignet ist, wird fiir den
industriellen Mafistab eine andere Art des Druckaufbaus benétigt. Da durch Pumpen
starkere Druckschwankungen verursacht werden konnen, ist es essentiell zu untersuchen, ob
die Enzyme durch regelmafige Druckschwankungen beeinflusst werden. In den Versuchen
dieser Arbeit kam es unregelméfig zu solchen Druckstoflen, welche die Aktivitat der
Enzyme nicht signifikant verdndert haben.

Zuletzt sollte die Homogenitéit des Drucks im Reaktor selbst untersucht werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde der Druck global und als homogen betrachtet. Um die
umstromten Partikel ist der Druck nicht identisch [187]. Um zu bewerten, ob diese
Druckunterschiede die auf der Oberfliche gebundenen Enzyme signifikant beeinflussen,
sind entsprechende strémungsmechanische Berechnungen durchzufiihren.
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6 Zusammenfassung

Um zu der Entwicklung der Biotechnologie beizutragen wurden zwei Aspekte identifiziert,
welche in dieser Arbeit adressiert wurden. Zum einen wird von verschiedenen Autoren
grofles Potential in kontinuierlich arbeitenden Reaktorkonzepten gesehen. Zum anderen
bieten Hochdruck als neuer Prozessparameter Moglichkeiten zur Prozessintensivierung.

Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit zunichst ein Reaktorkonzept im Labor-
mafistab entwickelt, welches zum einen kontinuierlich arbeitet und zum anderen mittels
Hochdruck (bis 130 MPa / 1300 bar) die Ausbeute einer Modellreaktion erhéht.

Als Modellsystem wurde die Synthese von N-Acetylneuraminsdure (NeubAc) ausge-
hend von N-Acetyl-D-glucosamin (GlcNAc) und Pyruvat (Pyr) gewéhlt, da Neub5Ac
wirtschaftlich interessant ist und die Reaktionssequenz eine 2-zu-1-Reaktion darstellt. Fur
diese Reaktionen bestand die Arbeitshypothese, dass das molare Volumen des Produkts
(Neu5Ac) geringer als das der Substrate (GlcNAc beziehungsweise N-Acetyl-D-manno-
samin (ManNAc) und Pyr) ist und somit die Lage des Gleichgewichts durch Druck
beeinflusst werden kann. Zudem ist der erste Schritt der Reaktionssequenz durch einen
niedrigen Gleichgewichtsumsatz limitierend fiir die gesamte Reaktionssequenz, weshalb
Druck als neuer Prozessparameter untersucht wurde. Neben dem thermodynamischen
Gleichgewicht wurde auch der Einfluss von Hochdruck auf die Reaktionskinetik vermessen.

Der realisierte Reaktoraufbau basiert auf einem Festbettreaktor, Kapillaren mit 50 pm
Innendurchmesser und einem Riickdruckregler (RDR), wodurch der Druck im Reaktor
erhoht ist. Dabei wurde mittels der Kapillaren bis zu 110 MPa und durch den RDR
bis zu 30 MPa erzeugt. Die Verweilzeitverteilung (VZV), Durchmischung und Druck-
schwankungen des Aufbaus wurden charakterisiert und dieser verwendet, um den Ein-
fluss von Hochdruck auf die Reaktionskinetik zu vermessen. Im Gegensatz zu géngigen
Hochdruck-Satzreaktoren bietet das entworfene Reaktorsystem einige Vorteile: Mit Hilfe
der Kapillaren und dem Riickdruckregler kann der Druck und mit einer Mischkammer die
Konzentrationen im Reaktor verdndert werden, wiahrend dieser betrieben wird. Hierdurch
kann der experimentelle Aufwand kinetischer Messungen deutlich reduziert werden.

Der entworfene Festbettreaktor bietet eine hohe Flexibilitat, sodass der Aufbau fir
thermodynamische Messungen leicht zu einem Umlaufreaktor verdndert werden kann.
Mit diesem koénnen beliebige Reaktionszeiten erreicht und so das Reaktionsgleichgewicht
vermessen werden. Wahrend der Umlaufreaktor mit einem Satzreaktor verglichen werden
kann, bietet er dennoch bedeutende Vorteile: Es konnen Proben entnommen werden,
wahrend der Reaktor in Betrieb ist und hoher Druck vorliegt. Dadurch kann der Reakti-
onsfortschritt direkt vermessen werden ohne wie bei iiblichen Hochdrucksatzreaktoren die
Reaktion unterbrechen zu miissen. Auch bei dem Umlaufreaktor kann der Druck direkt
verdndert und die darauf folgenden Anderungen der Konzentrationen vermessen wer-
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6 Zusammenfassung

den. Der Hochdruckumlaufreaktor kann mittels nicht fiir Hochdruck ausgelegte Pumpen
modifiziert werden, wodurch ein kontinuierlicher Betrieb erméglicht wird.

Mittels kinetischer Studien konnte gezeigt werden, dass die Bindungsaffinitdt von
Pyr zu beiden untersuchten Enzymen mit Druck erhéht wird. Dabei sank die Inhi-
bierungskonstante bei der Epimerase von (109 + 21) mM auf (43 + 10) mM und die
Michaelis-Menten-Konstante der Aldolase von (91 +45) mM auf (37+10) mM. Auflerdem
stieg die Affinitdt von NeuS5Ac zur Aldolase (Riickreaktion). Die Affinitdt von ManNAc
zur Epimerase aber auch zur Aldolase sank durch Hochdruck.

Es konnte gezeigt werden, dass das thermodynamische Gleichgewicht der Aldol-Reaktion
von ManNAc und Pyr zu NeubAc durch Druck positiv beeinflusst wird. Dies zeigte sich in
einer Steigerung der Gleichgewichtskonstante von (20,9+0,9) L/mol auf (43,9+3,0) L/mol.
Aus diesen Daten wurde eine Anderung des molaren Volumens von (-16,0 + 1,2) mL/mol
berechnet. Hiermit wurde die Arbeitshypothese der Reduktion der molaren Volumen
bestétigt.

Dieser positive Effekt durch Druck zeigte sich auch in der Reaktionssequenz bei welcher
GlIcNAc und Pyr als Substrate verwendet wurden. Hier konnte die Reaktionsausbeute
um 14 % (von 47,5 % auf 54,1 %) gesteigert werden. Auch wurden sowohl der Umsatz, als
auch die Reaktionsselektivitat mittels Druck erhoht.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde eine Kosten-Nutzen-Analyse fir Hochdruck im
Allgemeinen etabliert, wobei verschiedene thermodynamische Daten fiir Simulationen
aber auch der monetére Gewinn verschiedener Produkte beriicksichtigt werden. Mit dieser
kann die Wirtschaftlichkeit des Einsatzes von Hochdruck a priori bewertet werden.
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A Material und Methoden

A.1 Material

Verwendete Materialien und Geréatschaften sind nach Kategorien zusammengefasst: ver-
wendete Chemikalien, das Hochdrucksystem, Verbrauchsmaterial, Software und weitere
Messgeréite. Bauteile, welche von Firmen mit Hauptsitz in den USA geliefert werden,
werden in Zoll (entspricht ca. 2,54 cm) und FuB (entspricht ca. 30,48 cm) angegeben und
hergestellt. Aus diesem Grund werden bei diesen Bauteilen Fufl und Zoll anstelle der
SI-Einheiten verwendet.

Die immobilisierten Enzyme wurden von GALAB Laboratories GmbH (GALAB)
bereitgestellt [112]. Die Epimerase wurde auf Epoxy methacrylat (ECR 8209M) F200064
mit einer Beladung von 0,041 gg/gr immobilisiert. Die Aldolase wurde auf Amino
methacrylat mit einer Beladung von 0,074 gg /g immobilisiert. Beide Enzyme wurden
kovalent an das Tragermaterial gebunden.

GlcNAc, ManNAc, Pyr und Neu5Ac wurden von BIOSYNTH Carbosynth (Compton,
Vereinigtes Konigreich) hergestellt und vertrieben. 96 %-ige Schwefelsdure, Magnesi-
umchlorid, Di-Kaliumhydrogenphosphat sowie Kaliumdihydrogenphosphat wurden von
CARL ROTH (Karlsruhe, Deutschland) hergestellt und vertrieben. Adenosin triphos-
phat (ATP) wurde von Sigma Life Science (Taufkirchen, Deutschland) hergestellt und
vertrieben.

Zur Bestimmung des Gewichts wurde die Feinwaage A1205-D1 von Sartorius Analytic
(Goettingen, Deutschland) und zur Dosierung von Fliissigkeiten Pipetten von Eppendorf
(Hamburg, Deutschland) verwendet. Der pH-Wert von angesetzten Pufferlésungen wurde
mit dem pH-Meter 766 Calimatic von Knick (Berlin, Deutschland) bestimmt.
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Tabelle A.1: Verwendete Chemikalien

Tabelle A.2: Hochdruckaufbau. Von VICI verkaufte Produkte wurden durch MACHEREY -

Name CAS-Nummer Hersteller Produktnummer
GlcNAc 7512-17-6 A-1200
ManNAc 7772-94-3 BIOSYNTH MA05269

Pyr mit Na® 113-24-6 Carbosynth FS06501
NeubAc 131-48-6 A-1600

HsSO4 7446-93-9 4623.1

MgCls 7786-30-3 KK36.2
KoyHPO, 7758-11-4 CARL ROTH P749.2

KHsPOy T778-77-0 3904.1

ATP 34369-07-8 Sigma Life Science A2383-10G

NAGEL vertrieben.

Bauteil Hersteller Produktnummer
UHPLC-Pumpe Shimadzu Nexera X2 LC-30AD
Degaser z DGU-20A3r
HPLC Ofen SYKAM S 4010
Wasserbad Julabo MA-4
Magnet-Riihrer IKAMAG RCT
Sprit WORLD PRECISION  AL-1000
PHtzeHpImbe INSTRUMENTS Aladdin-1000
Riickdruckregler JR-PBR3
Kapillarenverbinder VICT IZR1.5
Kapillaren (25 pum) TNFS800025
Kapillaren (50 pm) TNFS800050

UV-Detektor
Hochreines Wasser

KNAUER Wissenschaftliche Gerdte GmbH - K-2501
Evoqua - Ultrapure Water System Ultra Clear 10 TWF
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Tabelle A.3: Verbrauchsmaterial

Gegenstand Hersteller Produktnr.
Pipettenspitzen (gelb) 7 695 845
Pipettenspitzen (blau) LABSOLUTE 7 695 848
Spritzenvorsatzfilter 7672 433
GeW{ndf)ﬂaschen Klaus Trott 451100011
-Einsétze Ch ; hie-Zubehor 501106012
~Deckel romatogtapie-aubeno 3111Y1015
Nylon Membran 0,2 yum  Merck GNWP04700
Spritzenfilter Nylon . .
0.2 jim 13 mm Agilent Technologies Inc. 5191-5908
Tabelle A.4: Software
Name Hersteller Version
Matlab 2017a 9.2.0.538062
Matlab 2018a MathWorks 9.4.0.813654
Curve Fitting Toolbox 3.5.5
OpenLAB CDS Agilent Technologies ChemStation Rev.C.01.07 SR[255]
OpenLAB CDS Inc. Control Panel 3.5(3.5.0.654)
Unscramber X Camo Software 10.5

Tabelle A.5: Sonstige Messgerite

Bauteil Hersteller Produktnummer

10 pLL bis 100 pL-Pipette Eppendorf

100 L bis 1000 pL-Pipette Eppendorf

Andromeda NanoTemper

CamSizer XT Retsch Technology GmbH

HPLC-Pumpe Shimadzu LC-8A

Feinwaage Sartorius Analytic A1205-D1

pH-Meter Knick pH-Meter 766 Calimatic
MultiSpec Raman System  tech -
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A.2 Methoden

Fiir Regressionsrechnungen wurden sdmtliche ermittelten Werte verwendet, um die
Streuung des Versuchs zu beriicksichtigen. Nach Reis und Saraiva ist das MaB fiir die
Unsicherheit der Rohdaten wichtig [188]. Johnson empfiehlt eine hohere Anzahl an
Daten anstelle von Triplikatmessungen [122]. Aus diesem Grund wurden innerhalb einer
Messreihe die Einflussgrofie hidufiger variiert, anstelle den gleichen Punkt mehrfach zu
vermessen. Messpunkte, bei welchen die Massenbilanz mehr als 10% abwich, wurden als
fehlerbehaftet deklariert und nicht beriicksichtigt.

Nach durchgefiihrten Experimenten wurde die Ultrahochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (UHPLC)-Pumpe sowie Kapillaren mit 10 % bis 90 % 2-Propanol in hochreinem
Wasser (maximal 0,055 uS/cm) gereinigt um bakterielles Wachstum zu unterbinden. Das
deionisierte Wasser wurde von Evoqua - Ultrapure Water System von Evoqua (Pittsburgh,
Vereinigte Staaten von Amerika) erzeugt.

Zwischen den Experimenten wurde der Volumenstrom der UHPLC-Pumpe tiberpriift,
indem das geférderte Volumen 5 min aufgefangen wurde. Bei Abweichungen wurde die
Mischkammer, die Pumpkdpfe und die Riickschlagventile gereinigt oder ausgetauscht.

Einzuwiegende Mengen wurden mittels der molaren Masse, Konzentration und dem
Volumen der Losung berechnet:

mi:ci-V-Mi (Al)

Mit m; als Masse von i (in kg), V dem Volumen der anzusetzenden Losung (in m?®) und
M; als molare Masse von i (in kg/mol).

Bei der molaren Masse von Pyr zu anzumerken, dass reines Pyr eine molare Masse von
88 g/mol aufweist. Verwendet wurde negativ geladenes Pyr, welches mit Na™ versetzt ist.
Aufgrund des equimolaren Verhéltnisses ergibt sich eine molare Masse von 110,04 g/mol.

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Messungen einer Messreihe in der Reihenfolge
randomisiert. Das bedeutet, dass die Substratkonzentration fiir kinetische Messungen
nicht streng auf- oder absteigend waren. Ebenso wurde der Druck zuféllig variiert. Durch
diese Randomisierung wurde sichergestellt, dass irreversiblen Effekte erkannt wiirden.

Tabelle A.6: Molare Massen der eingesetzten Chemikalien

Name Molare Masse [g/mol]
GlcNAc 221,21
ManNAc 221,21

Pyr (mit Na™) 110,04
NeubAc 309

ATP 551,14
MgCl, 95,12

110



A.2 Methoden

A.2.1 Probennahme

Bei Vermessung der Reaktionskinetik im Festbettreaktor wurden 50 L. Reaktionsmedium
mit 450 uL hochreinem Wasser (maximal 0,055 ©S/cm) vermischt, mittels 0,2 pym-Nylon-
Spritzenfilter von Agilent Technologies Inc. (Santa Clara, Vereinigte Staaten von Amerika)
gefiltert und mit Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) analysiert. Die
Verdiinnung im ersten Aufbereitungsschritt wurde den Konzentrationen angepasst, sodass
die Konzentrationen so hoch wie moglich und sich im kalibrierten Bereich befanden.
Bevor Reaktionsmedium aufgefangen wurde, wurden stets mindestens 45 s fiir die Totzeit
des Systems zuziiglich flinf Verweilzeiten gewartet. Somit wurde sichergestellt, dass sich
das gesamte System im stationdrem Betrieb befand. Fiir die Berechnung der Verweilzeit
wurde des Leerraumvolumen des Reaktors verwendet. Aufgrund der Tréger im Reaktor
ist die Verweilzeit kiirzer und der stationire Betrieb ist nach weniger Zeit erreicht, als
berechnet.

Wenn ein Umlaufreaktor verwendet wurde, betrug das Probenvolumen 20 yL. um das
Reaktionsvolumen so wenig wie moglich zu verdndern. Entnommen wurden die Proben in
der Néhe des Magnetriihrers und der Kapillare zur UHPLC-Pumpe. Verdiinnt wurden die
Proben in 180 pL hochreinem Wasser (maximal 0,055 4S/cm) und anschlieflend gefiltert.

A.2.2 Bestimmung der Reaktionsrate im Festbett

Aufgrund kurzer Verweilzeiten wurde angenommen, dass die Konzentrationen im Reaktor
linear mit der Lénge steigen beziehungsweise fallen. (In einem Riihrkessel entspriache
diese Methodik der Methodik der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit.) Aus diesem Grund
wurde die Reaktionsrate (dc/dt) durch ein Steigungsdreieck approximiert. Aufgrund des
geringeren freien Volumens im Reaktor wurde die mittlere Verweilzeit mit dem Faktor
0,66 korrigiert (Abschnitt 4.2.2).

podeep_cp_ 1 (A2)

_de cp _cp 1 cp
Tdt ot T 0,66 VeV

Die Berechnung der Reaktionsraten wurde in sdmtlichen Fallen mittels des jeweiligen
Produkts (¢p) durchgefiihrt.

Um mikrobiellem Wachstum in der HPLC-Pumpe und Kapillaren vorzubeugen wurden
Loésungen, welche GleNAc, ManNAc, Pyr oder Neu5Ac enthielten, mittels Spritzenvor-
satzfilter von LABSOLUTE (Renningen, Deutschland) vor der Verwendung gefiltert.

A.2.3 Variation von Konzentration mittels Mischkammer

Die Homogenitéit des Mediums, welches die Mischkammer verlasst, wurde in Kapitel 4
dargestellt und diskutiert.

Potentielle segregierte und alternierende Inhomogenitéten, welche von der Mischkammer
durch Umschalten der Leistungen erzeugt werden, sind makroskopisch nicht ein einem
homogenem Medium unterscheidbar. Um eine hohe zeitliche Auflésung des durch die
Mischkammer hergestellten Mediums zu erreichen, wurde ein UV-Detektor (UVD) von
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KNAUER Wissenschaftliche Gerdte GmbH (Berlin, Deutschland) verwendet. Dieser
besitzt eine Messfrequenz von 21/s. Im Vergleich ist das (hérbare) Umschalten der
Mischkammer deutlich langsamer und die Messfrequenz somit als ausreichend hoch
bewertet.

Im Allgemeinen wurde in Leitung A der Pumpe hochreines Wasser (maximal 0,055 pS/cm)
und in Leitung B eine 10 mM KP;-Pufferlosung vorgelegt. Zu Beginn wurde ausschliefSlich
Leitung A (Wasser) gefordert und das Signal auf ,,0“ gesetzt. Dann wurde das Ver-
héltnis der Forderraten von Leistung A und B variiert und jeweils gewartet, bis die
UV-Signal stabil war. Die abgelesenen Werte inklusive Rauschen sind in Abbildung 4.9
festgehalten. Die Mischkammer wurde sowohl bei niedrigem (0,2 mL/min) als auch bei
hoherem (1 mL/min) Gesamtvolumenstrom (Volumenstrom von Leistung A und Leitung
B) getestet.

A.2.4 Berechnung der kinetischen Parameter

Die kinetischen Parameter wurden durch Regressionformeln entsprechend aus der Re-
aktionsgeschwingkeit berechnet. Die Reaktionsgeschwindigkeit kann entweder aus eine
Anderung der Substratkonzentration oder Produktkonzentration bestimmt werden. In
dieser Abrbeit wurden die jeweiligen Produktkonzentrationen verwendet. Bei einer 1-
Substrat-Kinetik (Epimerase Hin- und Riickreaktion sowie Riickreaktion der Aldolase)
wurden die MATLAB®-Skripte (Michaelis-Menten-Regression) verwendet. Diese Skripte
wurden mittels der ,,Generate Code“-Funktion von Curve Fitting Toolbox erzeugt und
angepasst. Bei einer 2-Substrat-Kinetik (Hinreaktion der Aldolase) wurde kein Quellcode
generiert und die Werte direkt in Curve Fitting Toolbox berechnet.

A.2.5 Befiillen des Reaktors und Messung der Enzymmenge

Das Befiillen des Reaktors mit immobilisierten Enzymen wurde mittels Sedimentation
einer Enzym-Trager-Suspension erreicht. Hierfiir wurde der Reaktor mit der selben KP;-
Pufferlésung befiillt, welche im Versuch verwendet werden sollte. Mittels einer Spritze
(ohne Kaniile) wurden die Suspension aus KP;-Pufferlésung und Immobilisate aufgezogen
und die Spritze an die Offnung des vertikal stehenden Reaktors angesetzt, sodass die
Immobilisate in den Reaktor sedimentierten. Sobald das so entstandene Festbett die
Offnung des Reaktors erreichte, wurde dieses per Klopfen des Reaktors verdichtet und
neue Partikel nachgefillt.

Wurde hierdurch keine Komprimierung mehr erreicht, wurde der Reaktor verschlossen
und die KP;-Pufferlésung in Richtung der Sedimentation geférdert. Der Reaktor wurde
anschlieend erneut gedffnet um zu tberpriifen, ob das Festbett durch den Spiihlvorgang
komprimiert wurde. War das Festbett komprimiert, wurde die Sedimentation erneut
durchgefiihrt.

Das Gewicht der eingesetzten Enzymtriger wurde nach den Versuchen ermittelt, indem
das aus dem Reaktor entnommene Festbett (feucht) iiber mehrere Tage hinweg bei 55 °C
getrocknet wurde.
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In den meisten Versuchen bestand das Festbett auf einem Enzym-Trager-Praparat
(Epimerase oder Aldolase). Wurden beide Enzym-Tréger-Priaparate zeitgleich in einem
Festbett verwendet (z.B. wie in Abbildung 4.31), wurden definierte Volumina an Sediment
verwendet. Die Volumina der Sedimente wurden iiber die Messskala der Spritze gemes-
sen. Es wurden 0,5 mL des Sediments der Epimerase-Trager-Praparate mit 4,5 mL des
Sediments der Aldolase-Trager-Préparate vermischt. Da beide Enzym-Trager-Praparate
farblich unterscheidbar waren, konnte die Durchmischung optisch auf Homogenitét tiber-
prift werden. Die so entstandene Mischung aus beiden Enzym-Trager-Préaparaten wurde
anschliefend in den Reaktor gefiillt.

A.2.6 Ansetzen der KP;-Puffer-Losung

Die KP;-Pufferlosung wurde hergestellt, indem jeweils zwei 200 mM Losungen an KoHPOy
und KHoPO,4 angesetzt, indem 34,8 g KosHPO, beziehungsweise 27,2g KHyPO,4 in 1L
hochreinem Wasser (maximal 0,055 uS/cm) gelost wurden. Um einen 100 mM KP;-Puffer
mit pH 7,5 zu erhalten, wurden 16 mL der KHoPO4-Losung mit 84 mL der KoHPOy4-
Losung und 100 mL hochreinem Wasser vermischt. Um einen pH-Wert von 8,0 zu erhal-
ten, wurden 5,3 mL der KHyPO4-Losung mit 94,7 mL der KoHPO4-Losung und 100 mL
hochreinem Wasser vermischt. Nach dem Ansitzen wurde der pH-Wert Uberpriift und
gegebenenfalls mit entsprechender 200 mM-Losungen korrigiert.

Die verwendeten Salze sind laut Hersteller wasserfrei.

A.2.7 UV-Detektor Knauer und Bestimmung der Verweilzeitverteilung des
Aufbaus

Bei der Verwendung des Durchfluss-UV-Detektor K-2501 wurden folgende Parameter
festgelegt: A =200nm, ¢t =0,5s.

Als Referenz wurde hochreines Wasser verwendet. Zunéchst wurden mittels definierten
Konzentrationen von KP;-Losungen das Signal korreliert (Abbildung A.1). Ab 50 mM
wurde eine Sattigung des Detektors festgestellt, weshalb das Signal nur bis 20 mM pro-
portional zur Konzentration ist. Qualitativ konnte das Messsignal bis 100 mM verwendet
werden, da dies auch in diesem Messbereich abhingig von der Konzentration war und
keine Sattigung eintrat.

Um die VZV des UHPLC-Systems zu vermessen wurde folgende Methodik verwendet:
Es wurden die UHPLC-Pumpe sowie die Kapillaren zum Druckaufbau und der RDR
durchstrémt. An dem Ausgang des RDR wurde der UVD platziert. Das System wurde
mit hochreinem Wasser gespiilt und dies als Referenz des UVD verwendet.

Das Auslassventil der UHPLC-Pumpe wurde gedffnet und die Ansaugkapillare der
UHPLC-Pumpe mit einer 100 mM KP;-Pufferlésung gefiillt. Das Ventil wurde verschlossen
und der Start der Pumpe markierte den Zeitpunkt 0s. Durch dieses Vorgehen wurde
sichergestellt, dass die Verweilzeit in den Ansaugkapillaren keinen Einfluss auf die Messung
hatten.
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Abbildung A.1: Korrelation zwischen Signal und KP;-Puffekonzentration des UVD. Als
Referenz wurde hochreines Wasser verwendet. Variiert wurde die KP;-Pufferkonzentration
bei 40 °C, Wellenlénge 200 nm.

A.2.8 Bestimmung der Verweilzeitverteilung des Reaktors mittels HPLC

Die VZV des Reaktors wurde mittels einer HPLC bestimmt indem 10 mM KP;-Pufferlosung
injiziert wurde. Hierfiir wurde der Reaktor inklusive des aus Enzym-Immobilisaten be-
stehenden Festbetts anstelle der Trennséule der HPLC verwendet. Um etwaige Einspiilvor-
giange im HPLC-System aus den Ergebnissen zu entfernen, wurde eine Basislinienkorrektur
durchgefiihrt. Hierfiir wurden Start- und Endpunkt des Ausschlags durch den Zielstoff
markiert und zu null gesetzt. Die so definierte Basislinie wurde als linear zwischen Start-
und Endzeitpunkt angenommen.

Um einen ziigigen Eintrag der KP;-Pufferlosung zu gewihrleisten wurde die Injektions-
rate des Probengebers der HPLC auf den maximal moglichen Wert gesetzt (1 mL/min).
Es wurden verschiedene Volumina KP;-Pufferlosung injiziert (1 L und 5 pL). Hierbei
wurde kein signifikanter Unterschied in der VZV festgestellt. Fiir die meisten Versuche
wurden 1 pL injiziert, was eine Injektionszeit von 60 ms ergibt.

Die Flussrate des HPLC-Mediums betrug 0,21 mL/min. Wie in Abschnitt 4.2.2 be-
schrieben, wurde die VZV des HPLC-Systems (ohne Trennséule oder Reaktor) vermessen
und mit der des Systems mit Reaktor vergleichen.

A.2.9 Bestimmung der Mischzeit und Reaktionsvolumen des Umlaufreaktors

Zur Vermessung der Mischzeit des Umlaufreaktors wurde der Pufferbehélter mit verschie-
denen Volumina von hochreinem Wasser gefiillt und dies mit 2 mL/min geférdert. Der
UVD wurde hinter der Kapillare platziert, welche in den Pufferbehélter fithrte (Abbil-
dung 4.12). Als das Signal desUVD konstant war, wurde es als Referenzwert gesetzt. Die
Zugabe von 1 mL 20 mM KP;-Pufferlésung in den Pufferbehélter markiert Zeitpunkt ,,0%
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Um Ablesefehler bei der sich schnell &ndernden Anzeige des UVD zu vermeiden, wurde
die Anzeige zusammen mit einer Stoppuhr fotografiert.

Nach fiinf Minuten war das Signal konstant und somit das Medium homogen durch-
mischt.

Um das Mischverhalten auch von hoherviskosen Medien zu untersuchen wurde der oben
beschriebene Versuch wiederholt. Hierbei wurde kein hochreines Wasser, sondern eine
400 mM GlcNAc-Losung verwendet. Aufgrund des hohen Rauschens des UVD wurde ein
gleitender Durchschnitt aus fiinf Messwerten (zwei links und zwei rechts vom Messwert)
mit dem MATLAB®-Befehl movmean (Signal,5) berechnet.

Um das Volumen des Umlaufreaktors zu bestimmen wurde, dieser mit hochreinem
Wasser gefiillt (Aufbau wie Abbildung 4.12). Die Férderrate der UHPLC-Pumpe betrug
2mL/min. Nachdem das Signal des UVD konstant war, wurde dies als Referenzwert
gesetzt und 1 mL einer 789 mM Pyr-Losung in den Pufferbehélter gegeben (Konzentration
mittels HPLC bestimmt). Da nach ca. 5 min die Losung homogen war, wurden 10 min
gewartet bis das System durchmischt war. Anschliefend wurden dem Pufferbehélter drei
Probe entnommen und mittels HPLC analysiert. Die Proben wiesen Pyr-Konzentration
von 42,0 mM bis 43,2 mM auf. Das Volumen im Pufferbehélter wurde mittels eines Mess-
zylinder zu 13,3 mL bestimmt. Mittels der Verdiinnung der Pyr-Losung wurde das
Gesamtvolumen des Umlaufreaktors zu 18,3 mL bestimmt. Somit besafl der Umlaufreak-
tor ohne Pufferbehélter ein Volumen von 5 mL, welches durch Entgaser, Mischkammer
und Kapillaren unverdanderbar war.

A.2.10 Numerische Berechnung kinetischer Parameter

Numerische Berechnungen wurden mittels MATLAB® von MathWorks (Natick, Vereinigte
Staaten von Amerika) durchgefiihrt.

Die Berechnung der kinetischen Parameter erfolgte numerisch (Anhang A.5). Um
auszuschlieflen, dass das FErgebnis der Regression von den Startwerten abhingen, wurden
zufillige Startwerte fiir die Berechnung generiert. Es wurden 250 zufillige Wertepaare fiir
die Startparameter von Kj; und v,q, mittels der MATLAB®-Funktion rand erzeugt. Wie
Abbildung A.2 verdeutlicht konvergierte das Regressionsverfahren stets zu den gleichen
Werten.

Wurden jedoch anstelle der Reaktionsgeschwindigkeit (v in mol/L/min) die spezifische
Aktivitét (asp in mol/g/min) verwendet, war das Ergebnis der Regression deutlich von
den Startwerten abhéngig (Abbildungen A.3a und A.3b). Wurden die Zahlenwerte der
spezifischen Aktivitdt in gmol/g/min berticksichtigt, wodurch sich die Zahlenwerte von
Ky und agp in der selben Gréflenordnung befanden, konvergierte das Losungsverfahren
(Abbildungen A.3c und A.3d) zu den gleichen Ergebnissen.

Da die Verwendung von der Reaktionsgeschwindigkeit und der spezifischen Aktivitét
(in pmol/g/min) stabile Verfahren bildeten, wurden die Daten entsprechend umgerechnet.
Sofern Messergebnisse aus Versuchen stammten, in welchen das selbe Festbett verwendet
wurde (also die Enzymmenge bei einer Versuchsreihe konstant war), wurde die Reakti-
onsgeschwindigkeit verwendet. Wurden die kinetischen Parameter von Messergebnissen
verschiedener Festbetten prozessiert wurde die spezifische Aktivitiat verwendet.
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Abbildung A.3: Numerische Berechnung der kinetischen Parameter bei verschiedenen
Startwerten und Gréflenordnungen von der spezifischen Aktivitét.
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Weiterhin wurden der Startwert fir vpae (bZW asp maz) als hochster Wert des Daten-
satzes verwendet und der Startwert fir K s als Mitte des vermessenen Konzentrationsbe-
reiches.
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A.2.11 Reaktionsmedium im Umlaufreaktor

Bei Experimenten, bei welchen der Umlaufreaktor (sowohl als Satzreaktor, als auch als
kontinuierlich betriebenen Umlaufreaktor) verwendet wurde, wurde der Fiillstand im
Pufferbehélter zu Beginn markiert und zum Ende das Volumen der Losung vermessen.
Der Fiillstand wurde tiber den Verlauf der Experimente kontrolliert.

Fiir den kontinuierlich arbeitenden Umlaufreaktor wurden vor dem Versuch 5mL in
den Vorlagebehilter gefiillt und der Fiillstand markiert. Dieser Fiillstand wurde fiir die
anschliefenden Versuche verwendet. Mittels des Volumens von 5mL (zuztiglich 5mL
Losung im System) konnte die Verweilzeit iiber den Volumenstrom der Spritzenpumpen
eingestellt werden.

Die Zusammensetzung im stationiren Zustand wurde numerisch mittels der MATLAB®-
Funktion fsolve berechnet (Anhang A.5).

A.2.12 Bewertung der Qualitat von Regressionsfunktionen

Um die Qualitdt von Regressionsfunktionen zu bewerten, wurde der Unterschied zwischen
den Messdaten und den Regressionskurven aufgezeichnet. Diese Fehler wurden normiert
und auf Muster untersucht [189].

F, = arctan (M) (A.3)
2y

Mit F), als normierte Fehler, y,ess als Messdaten, y,., als Regressionsdaten und g,
als Mittelwerte der Eingangsgrofie.

Stimmt die Regressionsformel mit der physikalischen Abhéngigkeit der Parameter
iiberein, sollten die Fehler normalverteilt sein und keine Muster aufweisen. Muster in den
normierten Fehlern ein Indiz. dass ein physikalischer Effekt nicht beachtet wurde und die
Regressionsfunktion angepasst werden sollte.

A.2.13 Numerische Ableitung

Um die Ableitung einer Funktion numerisch zu bestimmen, sind verschiedene Ansétze
moglich. In dieser Arbeit wurde die folgende Approximation verwendet [190], welche auch
in Literatur zur chemischen Reaktionstechnik beschrieben wurde [191]. Hierbei wird ein
konstanter Zeitschritt vorausgesetzt.

Py = L&) = (@) (A1)

(i1 — xi-1)

Mit f als abzuleitende Funktion, z;_1, x; und z;;1 als Stiitzstellen in x und f’ als

Ableitung. Speziell fir die Berechnung der VZV:

S (tiv1) = Sm(ti-1)
S (teo) - (tiv1 — i)
Diese Formel wurde der Annéherung durch ein Steigungsdreieck vorgezogen, da hier

eine hohere Fehlerordnung vorliegt.

E(t;) =05 (A.5)
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Fiir den ersten und letzten Messpunkt wurde die Ableitung durch ein Steigungsdreieck
berechnet.

A.2.14 Bestimmung der PartikelgroBenverteilung mittels CamSizer

Der CamSizer XT von Retsch Technology GmbH photographiert die zu untersuchenden
Partikel, berechnet aus diesen den Durchmesser und anschliefend die Partikelgroflenver-
teilung. Um Partikel, welche zum Beispiel durch statische Aufladung aneinander haften
zu trennen, wurde ein Dispergierdruck von 120 kPa verwendet. Da an dieser Stelle nur
Anderungen in der GroBenverteilung untersucht wurden war eine qualitative Auswertung
der CamSizer-Ergebnisse ausreichend und das Gerdt wurde nicht kalibriert. Dies verzerrt
eventuell die gemessenen Durchmesser (und damit die Verteilung). Qualitative Aussagen
der GroBenverteilung (wie die Aussage iiber die Anderung) kénnen getroffen werden.
Die frischen Partikel wurden direkt mittels des CamSizers vermessen, wahrend eine
weitere Probe fiir mehr als eine Stunde in einem Festbett eingesetzt und bei 80 MPa
umstromt. Unter der Annahme, dass die Partikelgréflen normal-verteilt sind, wurde eine
Glockenkurve fiir die Regression verwendet und so die Verteilung charakterisiert.

A.2.15 Kalibration und Auswertung der Raman-Spektren

Die Raman-Sonde MultiSpec Raman System von tec5 (Steinbach, Deutschland) wurde
eingesetzt, um zu untersuchen ob eine Unterscheidung von GlcNAc und ManNAc mittels
Echtzeit-Analyse moglich ist.

Der hierfir verwendete Aufbau ist in Abbildung A.4 gezeigt.

Abbildung A.4: Experimenteller Aufbau zur Machbarkeitsstudie zur Raman-Sonde

Kalibriert wurde das Messsystem mit jeweils 10 Losungen (OmM bis 200 mM fiir
GleNAc und 0mM bis 100 mM fiir ManNAc). Von jeder Losung wurde ein Spektrum
vermessen. Bei den Messungen wurde der ,dark current“ aufgezeichnet und entfernt.
Die Wellenldnge des Lasers betrug 875nm und der Sensor wurde fiir 60s belichtet.
Die Wellenbereiche 811 1/cmbis11701/cm und 2629 1/cm bis3031 1/cm waren sensitiv
gegeniiber der GIcNAc- beziehungsweise ManNAc-Konzentration. Diese Wellenbereiche
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Abbildung A.5: Wellenzahlbereich, welcher sensitiv gegeniiber verschiedenen GlcNAc- und
ManNAc-Konzentrationen ist. Belichtet wurde der Sensor fiir 60s, Wallenldnge des Lasers
875nm. Um die Lesbarkeit zu erhéhen sind nur die niedrigste und hoéchste Konzentration
gezeigt.

wurden in dem anschlieSendem chemometrischen Model, erstellt mittels Unscrambler X
(Version 10.5) von Camo Software (mittlerweile aspenTech) (Bedford, Vereinigte Staaten
von Amerika), verwendet. Unscrambler X detektierte, dass zwei Hauptkomponenten fiir
das chemometrische Modell ausreichend waren.

Zur Analyse wurde die Raman-Sonde bei einem Satzreaktor eingesetzt, indem die
Reaktionslosung mit freien Enzymen iiber eine Pumpe durch die Messzelle geférdert
wurde. Das Spektrum wurde automatisch alle zwei Minuten aufgenommen.

A.2.16 Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunktbestimmung wurde mittels Prometheus von NanoTemper (Miinchen,
Deutschland) durchgefithrt. Hierzu wurde die Adsorption bei 670 nm bei verschiedenen
Temperaturen gemessen und mittels der ersten Ableitung der Schmelzpunkt bestimmt
(vergleiche Abbildung A.6). Gelagert wurden die Enzymelosungen (jeweils 10 mg/mL) in
10 mM KP;-Pufferlésung bei einem pH-Wert von 8,00. Durchgefithrt wurde die Vorbe-
handlung durch Druck bei 0,2 mL/min, 115 MPa und Umgebungstemperatur. Bei den
Untersuchungen des Schmelzpunktes der Epimerase wurden jeweils 1 mM ATP und 1 mM
MgCly zugesetzt.
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Abbildung A.6: Beispielhaftes Adsorpitons-Temperatur-Profil. Epimerasen-Konzentration
10 mg/mL, 1mM ATP und MgCl,

A.3 HPLC Kalibration

Die in dieser Arbeit gezeigten Messwerte wurden mittels zwei HPLC-Systeme bestimmt.

Bei allen Systemen wurde die gleiche Methodik verwendet. Die Ofentemperatur be-
trug 65°C, die Detektortemperatur 55 °C, Flussrate 0,8 mL/min, sowie zwei Eurocat
H-Typ-Séulen von KNAUER, Wissenschaftliche Gerdte GmbH, 5 ul. Injektionsvolumen,
Aufnahme- und Injektionsgeschwindigkeit 0,1 mL/min. Bei Verdiinnung wurden die Pro-
ben mit hochreinem Wasser (0,055 uS/cm) verdiinnt. Jede Probe wurde mit einem 0,2 ym-
Nylon-Spritzenfilter von Agilent Technologies Inc. (Santa Clara, Vereinigte Staaten von
Amerika) gefiltert und in eine Gewindeflasche von Klaus Trott Chromatographie-Zubehor
(Kriftel, Deutschland) iiberfiihrt.

Als Laufmittel wurde 5 mM HSOy4 in hochreinem Wasser verwendet (533 uL. HoSOy in
2L Wasser). Vor der Verwendung des Laufmittels wurde dieses mit einer Vakuumpumpe
und 0,2 gm-Nylon Membran von Merck (Darmstadt, Deutschland) gefiltert.

Das Signal des KP;-Puffers besafl eine dhnliche Retentionszeit wie Neu5Ac, weshalb
sich die Signalausschliage iiberschnitten. Aus diesem Grund wurden beide Flichen addiert
und die Flache der Null-Probe, in welcher ausschliefllich KP;-Puffer vorhanden war,
subtrahiert. Aufgrund von Ungenauigkeiten in der Analytik wurde auf diese Weise die
berechnete Konzentration von Neub5Ac verfalscht. Zum Beispiel wurde bei Versuchen,
bei welchem die Epimerase untersucht wurde und kein Neub5Ac vorhanden war, Werte
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Tabelle A.7: Integrationsparameter fiir den RID. Alle Einheiten sind willkiirlich und werden
deshalb nicht angegeben.

DAD RI

Steigung 50 100
Mindesthohe 40 100
Mindestbreite 0.6  0.04
Mindestflache 100 1

Schultern aus  aus

— 6000 - GleNAc
-
g
— NeubAc
2 4000 |-
B
hz
< 2000 AN A -
£ ManNAc
2
0
| | | | | | | | J
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Zeit [min]

Abbildung A.7: Chromatogramm einer Probe, welche sémtliche Komponenten enthielt.

im NeubAc-Signal bis zu 3000 AU detektiert. Wird die GroBenordnung der Werte der
Kalibrationsgeraden fiir NeubAc berticksichtigt, ist dieser Wert vernachléssigbar.

Tabelle A.7 fiihrt die Parameter zur Peakerkennung auf. Zu Beginn der Arbeit wurde
bei der Methodenentwicklung ein Dioden Array Detector (DAD) bei einer Wellenlénge
von 200 nm verwendet. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse wurden ausschlieSlich
durch die Vermessung mittels Berechnungsindexdetektor (RID) erhalten, welcher spéter
verwendet wurde. Der RID zeigte gleichbleibende Analyseergebnisse, wéihrend das Signal
des DAD mit zunehmender Zeit mehr und mehr Rauschen aufwies.

Zur Auswertung wurden folgende Programme verwendet: Bei dem ersten HPLC-
System wurde OpenLAB CDS ChemStation Edition (Rev.C.01.07 SR2[255]) von Agilent
Technologies, Inc. (Santa Clara, Vereinigte Staaten von Amerika) benutzt. Bei dem
zweiten System wurde Control Panel for OpenLab Software (3.5(3.5.0654)) von Agilent
Technolgies, Inc. verwendet.

Abbildung A.7 zeigt ein Chromatogramm aus eine Versuch, welches simtliche Kompo-
nenten beinhaltet.
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Tabelle A.8: HPLC Systeme von Agilent Technologies, Inc. (In der quarternidren Pumpe

GT111B ist ein Degaser verbaut.)

Einheit 1. System 2. System
Degaser 1100 Series G1379A .

Pumpe 1100 Series  G1g124 200 Infinity IT G7L1LB
Probengeber 1100 Series G1329A 1260 Infinity IT 3GT7129A
Séaulenofen 1100 Series G1316A 1260 Infinity II G7116A
RID 1260 Infinity G1362A 1260 Infinity I G7162A

A.3.1 Erstes HPLC System

Die Kalibrationsgeraden wurden bis 10 mM oder 25 mM durchgefithrt (dargestellt in
Abbildung A.8). In Experimenten erhaltene Proben wurden verdiinnt, sodass die erwartete
Konzentration in dem kalibrierten Bereich lag.

In Tabelle A.9 sind die Statistiken der Kalibrationsgeraden festgehalten (inklusive

Gleichung der Ausgleichsgeraden).

Tabelle A.9: Statistiken zu Abbildung A.8 und typische Retentionszeiten der verschiedenen

Komponenten.
Spezies /103 b/10? RMSE/10?>  R?  t [min]
GlcNAc 12,83 +0,26 2,07+ 3,19 1,59 0,9998 20,0
ManNAc 11,48+0,41 1,25+2/48 1,23 0,9993 18,9
Pyr 458+0,15 0,75+£2,29 1,14 0,9994 15,5
NeubAc 16,04 £ 0,38 1,45+ 2,30 1,14 0,9997 13,9
KP;-Puffer 13,4
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(c) Pyr (d) NeubAc

Abbildung A.8: Kalibrationsgeraden fiir das erste HPLC-System fiir alle Spezies. Eingezeich-
net sind Vertrauensintervalle fiir 95% Wahrscheinlichkeit. Kalibration wurde in hochreinem
Wasser durchgefiihrt. Im 2. Achsensystem ist jeweils der normierten Fehler gegen die Kon-
zentration aufgetragen.

A.3.2 Zweites HPLC System

Die Kalibration wurde fiir den Bereich bis 100 mM durchgefithrt. Wie auch beim ersten
System wurden Proben, welche Reaktoren entnommen wurden, verdiinnt, sodass sich die
erwarteten Konzentrationen unter 100 mM befanden.

In Tabelle A.10 sind die Statistiken der Kalibrationsgeraden festgehalten (inklusive
Gleichung der Ausgleichsgeraden).
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(c) Pyr (d) Neu5Ac

Abbildung A.9: Kalibrationsgeraden fiir das zweite HPLC-System fiir alle Spezies. Einge-
zeichnet sind Vertrauensintervalle fiir 95% Wahrscheinlichkeit. Kalibration wurde in hoch-
reinem Wasser durchgefiithrt. Im 2. Achsensystem ist jeweils der normierten Fehler gegen
die Konzentration aufgetragen. Der als Stern gekennzeichnete Messwert fiir Pyr wurde als
Ausreifler deklariert und fiir die Kalibrationgerade nicht berticksichtigt.

Tabelle A.10: Statistiken zu Abbildung A.9 und typische Retentionszeiten der verschiedenen
Komponenten.

Spezies 5/103 b/103 RMSE/10> R?  t [min]
GleNAc  11,71+0,10 2,60 + 5,68 4,46 0,9999 20,0
ManNAc 10,120,226 2,95 + 15,10 11,83 0,9989 18,9
Pyr 3,59+£0,05  3,23+277 2,04 0,9998 15,5
NeuSAc  16,61+0,15 5,13+8,80 6,89 0,9999 13,9
KP;-Puffer 13,4
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A.4 Charakterisierung der Druckdaten

Da der Druck in der UHPLC-Pumpe jede Sekunde vermessen wird, stehen nach einem
Versuch iiber 24 h 86400 Messpunkte zur Verfiigung. Um die DateigréBen der Bilder zu
reduzieren wurden die Dichte der Messpunkte so oft halbiert, bis 500 Messpunkte verblie-
ben. Um Druckschwankungen weiterhin originalgetreu abzubilden, wurden lokale Maxima
und Minima des Drucks mittels des MATLAB®-Befehls envelope (p,128, 'peak') be-
rechnet und in den Abbildungen (zum Beispiel Abbildung 4.37b und Abbildung A.10a)
entsprechend dargestellt (MATLAB®-Funktion: PressureDataReducer).

In Abbildung A.10 wurden die gemessenen Druckdaten in drei Aspekten analysiert: In
Abbildung A.10a wurde sowohl der gleitende Durchschnitt von 300 benachbarten Mess-
punkten (5min) als auch die lokalen Maxima und Minima dargestellt. Die Streuung der
Daten um den gleitenden Mittelwert wurde in dem Histogramm in Abbildung A.10b dar-
gestellt. Die Breite und Anzahl der Klassen wurde hierbei mittels des Interquartilsabstand
(IQA) bestimmt [192].

=2 100 "
Nmess

Mit by (Einheit entsprechend der zu untersuchenden Variable) als Breite der Klassen
und Npess als Anzahl an Messpunkten (dimensionslos). IQA stellt die Differenz zwischen
dem 3. und 1. Quantils dar (Einheit entsprechend der zu untersuchenden Variable).

Uber die Breite der Klassen wurde die Anzahl der Klassen berechnet:

_ max(x) — min(z)

Ng (A.7)

bi

Mit Nk als Anzahl der Klassen (dimensionslos), max(z) als maximaler Wert der
abzubildenden Variable und min(z) entsprechend der minimale Wert.

Fiir die Berechnung von Median und Durchschnittliche Abweichung zum Median (MAD)
wurden sédmtliche Daten verwendet. Diese wurde in MATLAB® mittels median (p) und
mad (p,1) durchgefithrt. Hierbei ist p ein Vektor, welcher die gemessenen Druckdaten
beinhaltet.
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(b) Abweichung zwischen Originaldaten und

Originaldat it gleitendem Durchschnitt
(a) Originaldaten mit gleitendem Durchschni dom Durchschnitt

Abbildung A.10: Verarbeitung der aufgezeichneten Druckdaten

A.5 Matlab-Skripte

Alle Regressionsfunktionen (lineare Regressionfunktion fiir die Kalibration, exponen-
tielle Regressionsfunktion bei der Gleichgewichtsverschiebung sowie der geschwindig-
keitsausdruck nach Michaelis-Menten) wurden sowohl mittels cftool, als auch mit den
entsprechenden Funktionen durchgefiihrt.

A.5.1 Kalibrationsgeraden

function [fitresult , gof,confi_int ,residuals ,x_pred_int,
pred_Int,delta_prediction] = createFit (X, Y,sds ,xName,yName,
xlimits)

HCREATEFIT creates linear fits and also plots residuals and QQ
plot

%

%create_Fit takes X and Y data as the input and computes the

best function

%to approximate y=al*x+al

%

%By handing create_ Fit the standard deviation (std) of your
measurments this can

%be expanded. In this case weights for the regression will be
generated

%that are the inverse of the std.

%meaning that is a point has a high std it will count less for
the

%regression while accurate points (low std) will weight more.
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%I1f std are given the errorbars will be added to the final plot

%

%Additional inputs:

%sds: standard deviations for all points (used as weights for
fitting)

%Name for the zlabel

%Name for the ylabel

%limits for the zazis.

%

% See also FIT, CFIT, SFIT.

%Checking for input
%If create_ fit is called with only 2 arguments as inputs, the
rest will be

%generated .
[xData, yData] = prepareCurveData( X, Y );
if ~exist(’sds’,’var’)

sds=ones(size (xData)) ;
sds_given=false; %will use this later. If std are given,
plot errorbars
else
sds__given=true;
end
if ~exist(’xName’,’var’), xName='x’; end
if ~exist(’yName’, ’var’), yName='y’; end
if ~exist(’xlimits’, ’var’), xlimits=[min(xData) max(xData) |;
end

%% Fit:

% Set up fittype and options.
ft = fittype( ’polyl’ );
%ft = fittype( ’axxz’, ’independent’, ’z’, ’dependent’, 'y’ );

% Fit model to data.
[fitresult , gof] = fit( xData, yData, ft, Weights’,1./sds );

confi int=confint (fitresult) ’;
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%disp (confi_int(1,2)—cinfo_int(1,1)

%% Plot fit with data.

figl=figure( ’'Name’, ’Calibration’ );

%figl=gcf;

%%

axesl=gca;

%aresl=axes (’ Parent’, figl); %Main plot in theses azes
if sds_given

errorbar (X,Y,sds, "Parent ’ ;axesl, ’LineStyle’, 'none’,’Color’
,[0 .45 .74], Marker’,’x’,’MarkerSize’ ,8);
else
h = plot( xData, yData,’x’, Markersize’,8, Parent’ axesl);
grid off
box off
end
hold on
%r_span=zlimits ;

y=fitresult .pl*xlimits+fitresult .p2;

plot (xlimits ,y );
xlim (xlimits);

x_pred_int=linspace (xlimits (1) ,xlimits (2) ,25);

pred_Int=predint (fitresult ,x_pred_ int,.95);
plot (x_pred_int,pred_Int, 'r—");
%alternativ :

%plot (fitresult ,zData,yData, "predobs ’)

delta__prediction=pred_Int (:,1)—pred_Int(:,2);

%delta_prediction wird auch ausgegeben. Dies ist dann der
Bereich, in

Y%welchem die y—Werte bei gegebenem z—Wert mit einer Chance von
.95 sein

Fkoennen .

xlabel (xName) ;
ylabel (yName) ;
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if fitresult.p2>0

legend ( {’Calibration’, | yName ' = ' num2str(fitresult.pl)
" % 7 xName '+’ num2str(fitresult.p2) ],’0.95
Confidence Intervall’}, ’Location’, ’NorthWest’ );
elseif fitresult.p2<0
legend( {’Calibration’, | yName ' = ’ num?2str(fitresult.pl)
" % 7 xName ’ ’ num2str(fitresult.p2) ],’0.95
Confidence Intervall’}, ’Location’, ’NorthWest’ );
else
legend( {’Calibration’, [yName ' = ' num2str(fitresult.pl)
" % 7 xName],’0.95 Confidence Intervall’}, ’Location’, ’
NorthWest’ );
end
%% disp equation with confi int

error_pl=(confi_int (1,2)—confi_int(1,1))/2;
error_p2=(confi int(2,2)—confi int(2,1))/2;

disp ([ ’(’ num2str(fitresult.pl) ’ 4+’ num2str(error pl) ’)xc +
" num2str(fitresult.p2) ’4+—’ num2str(error p2)])

%% Residuals
axis2=axes( Parent’ , figl , ’Position’ ,[0.594642857142857
0.185714285714286 0.205357142857143 0.15]);

residuals=yData—fitresult (xData);

9 i

plot (xData ,atan(residuals /2/mean(abs(residuals))),’.’, Parent’,
axis2);

% Label azes

box (axis2 ,’off’);

title ([ ’arctan Residuals ’ yName '—fit’])

%arctan so see outliers and not change the "real” wvalues while
also keeping

%the scale.

%residual plots also don’t need yticks and zticks

%source: 10.1006/meth.2001.1179

axis2 . XTick=[];
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A.5 Matlab-Skripte

axis2.YTick=][];
axis2.XAxisLocation="origin ’;
figure

qqplot (residuals)

% figure
% plot(atan(residuals/2/mean(residuals)),’z’)

disp(’Using the ks test to check residuals for normal
distribution: )

% hypothesis is: residuals are normal distributed

%kstest==1 means it is rejected. aka: residuals are NOT normal

[res ,pvalue]=kstest ((residuals—mean(residuals))/std(residuals))

%kstest compares to STANDARD normal distribution. So we need to
rescale the
%residuals ...
if res
disp ([ 'Residuals are not normally distributed. Likelyhood:
" num2str(pvalue) ’(smaller value= more doubt on
hypothesis)’])
else
disp(’Residuals are normally distributed — everything is
right with the world’)
end

A.5.2 Exponentielle Regression

function [fitresult , gof,x_inter ,pred_ Int,plothandle] =
createFit__exp(x, y)

Y%CREATEFIT1 (P, NEUSAC)

% Create a fit.

%

% Data for ’untitled fit 17 fit:

% X Input : p

% Y Output: NeubAc

% Output:

% fitresult : a fit object representing the fit.
% gof : structure with goodness—of fit info.

%

% See also FIT, CFIT, SFIT.

% Auto—generated by MATLAB on 24—Feb—2020 12:46:20
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%% Fit: “untitled fit 1.

[xData, yData] = prepareCurveData( x, y );

% Set up fittype and options.
ft = fittype( ’expl’ );

opts = fitoptions( ’'Method’, ’NonlinearLeastSquares’ );
opts.Display = *Off’;
opts.StartPoint = [0 0 |;

% Fit model to data.

[fitresult , gof] = fit( xData, yData, ft, opts );

confi int=confint (fitresult) ’;

x__inter=linspace (min(x) ,max(x) ,100);
%x_inter=0:.1:45;

pred_Int=predint (fitresult ,x_inter,.95);

%% Berechnung der Fit—Vertrauens—Intervalle
%f=figure( ’Name’, ’untitled fit 1’ );

plot (x_inter ,pred_Int, ’k—")
hold on

y_fit=fitresult .axexp(fitresult .bxx_inter);

plot (x_inter ,y_ fit, 'r—")
% Plot fit with data.

plothandle = plot( fitresult , xData,

)

yData ,’x’7);

legend ( plothandle, ’Neub5Ac vs. p’, ’untitled fit 1’, ’Location
", ’NorthEast’ );

% Label azes

xlabel p

ylabel Neub5Ac

grid on

A.5.3 Michaelis-Menten-Regression

function [fitresult , gof,confi_int ,x_ pred_ int,pred_Int,
residuals ,delta_ prediction] = createFit_ MM (X, Y, xlimits)
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if ~exist(’xlimits’, ’var’), xlimits=[min(X) max(X)]; end

%% Fit :

[xData, yData] = prepareCurveData( X, Y );

ft = fittype( ’vmaxxx./(KM#x)’, ’independent’, ’x’, ’'dependent’
YT )

opts = fitoptions( ’Method’, ’NonlinearLeastSquares’ );

opts.Display = "Off’;

opts.StartPoint = [max(xData)/2 max(yData) ];

[fitresult , gof] = fit( xData, yData, ft, opts );

confi_int=confint (fitresult) ’;

%% Plot fit with data.

figl=figure( ’'Name’, ’Calibration’ );

%figl=gcf;

%%

axesl=gca;

h= plot( xData, yData,’x’,’Markersize’ ,8, Parent’ 6 axesl);

hold on

x_pred_int=linspace (0, xlimits (2) ,25);

y=fitresult .vmaxxx_pred_int./(fitresult .KM4x_pred_int);

plot (x_pred_int,y );

xlim (xlimits);

pred Int=predint (fitresult ,x_pred_int,.95) ;

plot (x_pred_int,pred_Int, 'r—");

delta_ prediction=pred Int(:,1)—pred Int(:,2);

axis2=axes(’'Parent’, figl , ’Position’ ,[0.594642857142857
0.185714285714286 0.205357142857143 0.15]);

%% Residuals
residuals=yData—fitresult (xData);

plot (xData ,atan(residuals /2/mean(abs(residuals))),’.’, Parent’,
axis2);

box (axis2 ,’off’);

title ([ ’arctan Residuals ’ yName '—fit ’])

%arctan so see outliers and not change the "real” wvalues while
also keeping

%the scale.

%residual plots also don’t need yticks and zticks

%source: 10.1006/meth.2001.1179

axis2.XTick=[];

axis2.YTick=][];

axis2.XAxisLocation="origin ’;
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figure
qqplot (residuals)

% figure
% plot(atan(residuals/2/mean(residuals)),’z’)

disp(’Using the ks test to check residuals for normal
distribution: )

% hypothesis is: residuals are normal distributed

%kstest==1 means it is rejected. aka: residuals are NOT normal

[res ,pvalue]=kstest ((residuals—mean(residuals))/std(residuals))

%kstest compares to STANDARD normal distribution. So we need to
rescale the
%residuals . ..
if res
disp ([ "Residuals are not normally distributed. Likelyhood:
" num2str(pvalue) ’(smaller value= more doubt on
hypothesis)’])
else
disp(’'Residuals are normally distributed — everything is
right with the world’)
end

A.5.4 Numerische Ableitung (Verweilzeitverteilung)

function [dy] = numeric_deri(x,y)

%Berechnung Ableitung numerisch. Stuetzstellen muessen gleichen
Abstand

%haben

dy (1)=(y (2)=y (1)) /(x(2)—=x(1) )
N=length (y);

dy (N) =(y (N)=y (N=1)) / (x (N)=x(N—=1) ) ;

for i=2:N-1
. dy (1) =0.5%(y(i+1)—=y(i—1))/(x(i+1)—=x(i));
end

A.5.5 Basislinienkorrektur

function Manual BLC(t,S)
%GUI zur Basislinienkorrektur.
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%Vor dem Funktionsaufruf sollten globale Variablen tg, Sg,
S _mew angelegt

%sein .

global tg Sg t1_ind t2_ind S_new

tg=t;

Sg=S;

plot(t,S)

btn2=uicontrol(’Style’, pushbutton’,’String’, 'BLC!’ |...
"Callback ’,Qget_peak , ...
"Units’, ’normalized ’, ’Position’ ,[0.92 0.1 0.08 .8]);

end

function S_new=get_peak(source ,event)
global tg Sg t_peak tl_ind t2_ind S_new

t_ peak=xlim ;

t1=t_peak(1);

t2=t_peak(2);

%S_peak=y (tg>t16tg<t2);
[~,t1_ind]=min(abs(tg—tl));
[~,t2_ind]=min(abs(tg—t2));
S_new=Sg;

S new(1l:t1 ind)=0;
S_new(t2_ind:end)=0;
y1=Sg(tl ind);
y2=Sg(t2_ind);

%Geradengleichung y=mxt+c
Yoy 1=mxt1+c

%y 2=mx t 2+c

y=[y1:y2];

A=[t1 1; t2 1];

line_ params=A\y;
m=line__params (1) ;
c=line_params(2);

line=m«tg (t1l_ind:t2_ind)+c; %the line to be substracted
hold on

plot (tg(tl_ind:t2_ind) , line, '—")

S new(tl ind:t2 ind)=Sg(tl ind:t2 ind)—line;

figure
plot (tg,S new);
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end

A.5.6 Simulation des Reaktionsfortschrittes

global HighPressure mEpi mAldo
HighPressure=false

mEpi=0.057;%¢Tr

mAldo=0.1798; %gTr

c0=[.5 0 0.3 0]; %mol/L Startkonzentration
tspan=[0 15x60]; %min

t_interpol=0:1:max(tspan);
c0G=0:.1:.5;

cOP=0:.1:0.7;

[COG, COP]=meshgrid (c0G, cOP ) ;
t_crit=zeros(size (COG));

for i=1:length(c0G)
for j=1:length(cOP)
c0=[c0G (i) 0 cOP(j) 0];
HighPressure=true;

[toutHD ,CHD]=o0de45 ( @kinetic ,tspan,c0);

HighPressure=false

[toutATM ,CATM]=o0de45 ( @Qkinetic , tspan,c0) ;

cNeuHD=interp1 (toutHD ,CHD(: ,4) ,t__interpol);
cNeuATM=interp1l (toutATM ,CATM(: ,4) ,t_interpol);

press__benefit=find (cNeuHD>cNeuATM) ;
if isempty(press_benefit)
t_crit(j,i)=NaN;
else
t_crit(j,i)=press_benefit(1);
end
end
end
surf(C0G,COP,t_crit)
xlabel (’GlcNac )
ylabel ('Pyr’)
zlabel ('Kritische Zeit’)

function dc=kinetic(t,c)
global mEpi mAldo

%c: Glc, Man, Pyr, NeubAc
de=[0,0,0,0]";
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41 V__ges=Te—3;

42 cEpi=mEpi/V_ ges;

43 cAldo=mAldo/V _ges;

44 vEpi=Epi_Kinetik (¢, cEpi);

45 vAldo=Aldo_Kinetik(c,cAldo);
46 dc(1)=vEpi;

47 dc(2)=+vEpi—vAldo;

48 dc(3)=—vAldo;

49 dc(4)=vAldo;

50 end

51

52 function vAldo=Aldo_ Kinetik(c,cAldo)
53 global HighPressure

54 if ~HighPressure

55 %Niedrigdruck :

56 vmaxhin=650e —6; %mol/min/gTr
57 KMMan=0.23;

58 KMPyr=0.091;

59 vmaxruck=743e —6; %mol/min/gTr
60 KMNeu=0.650:

61 else

62 %Hochdruck :

63 vmaxhin=630e —6; %mol/min/qTr
64 KMMan=0.320;

65 KMPyr=0.037;

66 vmaxruck=403e —6; %mol/min/gTr
67 KMNeu=0.365:

68 end

69 num=cAldo=(vmaxhin*c(2)xc(3)/KMMan/KMPyr—vmaxrucksxc (4) /KMNeu) ;
70 denom=l1+c (3) /KMPyr+c (2) xc (3) /KMMan/KMPyr+c (4) /KMNeu;

71 vAldo=num. /denom;

72 end

73

74 function vEpi=Epi_Kinetik(c,cEpi)

75 global HighPressure

76 if ~HighPressure

77 %Niedrigdruck :

78 vmaxhin=1324e —6; %mol/min/gTr
79 KMGIlc=0.195; %mol/L

80 vmaxruck=660e —6; %mol/min/gTr
81 KMMan=0.016;

82 KIPyr=0.106;

83 else
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A Material und Methoden

%Hochdruck :
vmaxhin=1388e¢ —6; %mol/min/gTr
KMGlc=0.193; %mol/L
vmaxruck=740e —6; %mol/min/gTr
KMMan—=0.024:
KIPyr=0.043;
end
num=cEpi*(vmaxhinxc (1) /KMGle—vmaxruck=c (2) /KMMan) ;

denum=I1+c (1) /KMGletc (2) /KMMandt-c (3) /KIPyr;
vEpi=num/denum;
end

A.5.7 Berechnung optimales Enzym-Verhaltnis

global alpha compare_value_conversion

compare_value_conversion=0.9; %once concentration reaches 90%
of end—concentration (equilibrium)

%alpha is amount of Enzyme E to total amount. NOT Enzyme E /
Enzyme A

alpha0=0.99;

alpha_fastest=fminsearch (@QGetTime, alpha0);
function Time_to_90=GetTime (alpha0)
global alpha compare_value_conversion

alpha=alphal; %intentionalle lets without ; for printing

if alpha<0 || alpha>1 %Condition: alpha between 0 and 1
Time_ to_90=Inf;

else
%initial concentrations

c0=[300 0 300 0]; %nM

c0=c0/1000; %M

tspan=[0 50000];
[tout ,C]=ode45 (@QKin, tspan,c0);

plot (tout ,C)
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final conc=C(end,4); %has to be equilibrium!
find__ind=find (C(:,4)>compare_value__conversionsx
final _conc); % first time NeubSAc—concentration
reaches 90% of equilibrium—concentration
Time to_90=tout (find ind(1));
end
end
function | dc¢ | = Kin( t,c)
Z%KIN differential equations for the kinetic

global alpha

%Total enzyme mass
c_ges=1; %gTr/L

c_F=alphaxc_ges;
c_A=(1—alpha)*c_ges;

%Epimerase

vhin=1324e—6xc_E;

vrueck=660e—6xc_E;

KMG=0.195:

KMM=0.016:

KMP=0.109;

v_ Epi=(vhin*cG/KMG-vrueck xcM/KMM) /(1+cG /KMG+M /KMVE-cP /KMP) ;

%Aldolase

vhin=650e—6%c_A;
vrueck=743e—6xc_A;
KMM=0.23;
KMP=0.091;
KMN=0.650;

v__ Aldol=(vhin*cMxcP /KMM/KMP-vrueck *cN/KMN) /(1+cP /KMP+cMxcP /KMM/
KMP+cN /KMN) ;
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A Material und Methoden

%differential equations.
dc(1)=—v_Epi;

dc (2)=+v_Epi—v__ Aldol;

de (3)=v_Aldol;

dc (4)=+v__Aldol;

de=dc ’;

end

A.5.8 Berechnung des Umsatzes fiir den kontinuierlichen Umlaufreaktor

global cin dotV VRea mAldo mEpi
cin=[.3 0 .3 0];

dotV=le—3; %L/min

VRea=7e —3; %L

mEpi=0.05;

mAldo=0.2581;

cEpi=mEpi/VRea;

options = optimoptions(’fsolve’
StepTolerance’,1e—9);

for i=1:100
CstatO=cin ;
Cstat (:,1)=fsolve (Qf, Cstat0,options);
%Cstat: Stationaere Konzentration
X(i)=1-Cstat(1,i)/cin(1);

end

function errors=f(cout)
global cin dotV VRea mAldo mEpi

cEpi=mEpi/VRea;
cAldo=mAldo/VRea;

vEpi=Epi_ Kinetik (cout ,cEpi);
vAldo=Aldo_ Kinetik (cout ,cAldo);

errors (1)=cin (1)*dotV—cout (1)xdotV—VReaxvEpi;

errors (2)=—cout (2) *dotV+VReaxvEpi—VReaxvAldo;
errors (3)=cin (3)*dotV—cout (3)*xdotV—VReaxvAldo;
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errors (4)=—cout (4)*dotV+VReaxvAldo;
errors=ledxerrors;

FMal 1000 um es sensitiver zu machen
end

function vAldo=Aldo_ Kinetik (c,cAldo)

vmaxhin=630e —6; %mol/min/gTr

KMMan=0.320;

KMPyr=0.037;

vmaxruck=403e—6; %mol/min/qgTr

KMNeu=0.365;

num=cAldo *(vmaxhinxc (2)*c (3) /KMMan/ KMPyr—vmaxrucks*c (4) /KMNeu) ;
denom=1+c (3) /KMPyr+c (2) *c (3) /KMMan/KMPyr+-c (4 ) /KMNeu;
vAldo=num. / denom;

end

function vEpi=Epi_Kinetik (¢, cEpi)

vmaxhin=1324e —6; %mol/min/gTr

KMGIlc=0.195; %mol/L

vmaxruck=740e —6; %mol/min/gTr

KMMan=0.024;

KIPyr=0.060;

num=cEpi*(vmaxhinxc (1) /KMGle—vmaxruck=c (2) /KMMan) ;
denum=1+c (1) /KMGlc+c (2) /KMMant-c (3) /KIPyr;
vEpi=num/denum;

end

A.5.9 Hohenlinien von Gleichgewichtsumsatz und Gewinn

Fiir die Darstellung kénnen die Variablen X (Umsatz), Gewinn oder RelGewinn gewéhlt
werden.

Ps=linspace (0,130e6,25) ;
alphas=linspace (0.5,3.5,25) ;

[PPs, aalphas|=meshgrid (Ps, alphas) ;
cG0=0.25;

X=zeros (25,25);
Gewinn=zeros (25,25) ;

for p=1:25
for a=1:25
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X(p,a)=X_ fun(Ps(p),alphas(a),cGO);
Gewinn (p,a)=Gewinn_ fun(Ps(p) ,alphas(a) ,cGO0);
end
end

RelGewinn=Gewinn./Gewinn (1 ,:); %Gewinn bezogen auf den Gewinn
bei dem Verhaeltnis bei 0 MPa.

contour (aalphas ,PPs/le6 ,X’, "ShowText’, ’on’)
hold on
contour (aalphas ,PPs/1e6 ,RelGewinn’, ’ShowText’, ’on’)

%Test=Gewinn__fun(linspace (0,3500e6,40) ,1,1);

function erg = X_fun(p,alpha,cS1)

%F Summary of this function goes here
% Detailed explanation goes here
Jerg=z. 2+y+sin(z);

Yerg=sin (z—z)+sin (z);

K0=0.23%20.87;
DeltaV=—1.6e —5;

T=313;
K=K0xexp(—DeltaV /R _gas/Txp) ;

erg=0.5%(1+alpha+1./cS1./K)—sqrt (0.25%(1+alpha+1./cS1./K).72—
alpha) ;

end

function erg = Gewinn_ fun(p,alpha,cS1)

%F Summary of this function goes here

% Detailed explanation goes here

Jerg=c. 2+y+sin(z);

Y%erg=sin (x—z)+sin (z);

dotV=2e—6/60; %n"3/s — kuerzt sich zwar raus, nehmen wir aber
mal mit.

K0=0.23%20.87;
DeltaV=—1.6e—5;
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T=313;
K=K0xexp(—DeltaV /R_gas/Txp) ;

X=0.5«(1+alpha+1./cS1./K)—sqrt (0.25%(1+alpha+1./c¢S1./K).72—

alpha) ;

PreisSubstratl =0.1;
PreisSubstrat2=0.12; %FEuro/g

KostenSubstrate=PreisSubstratl «221.21+xdotV*cS1;

KostenSubstrate=KostenSubstrate+PreisSubstrat2*110.04+xdotV*cS1x*

alpha ;
PreisProdukt=5; %Euro/g
KostenWattstunde=0.27e—3/3600; %0.27Euro/kWh
KostenWatt=0.00000008; %Furo/Ws

%KostenWatt=0.047/1000/3600;
KostenDruck=KostenWatt+pxdotV ;

Einkommen=PreisProdukt *309x«X«alpha*cS1xdotV; %Erinnere:

Gewinn=Einkommen — KostenDruck — KostenSubstrate;
erg=Gewinn ;

end

%

A.5.10 Wirtschaftlichkeitsanalyse mittels Gleichgewichtsumsatz

%A + B <— C

A0=1; %Startkonzentrationen

B0=1;

Px=linspace (0,5¢9,50); %Druck Pa
deltaV=—16e —6; %n"3/mol
PreisProdukt=3.24; %Euro/g
dotV=2e—6/60; %m"3/s
KostenWatt=0.00000008; %Euro/Ws
T=40+273.15;

M P=309; %g/mol molare Masse Produkt

KOs=[.1 .5 1 5 10 25 50];

X(P)

143



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

W N

© 00 J O Ot

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

A Material und Methoden

Y%alphas=[1 1.5 2 2.5];
%deltaVs=[-20 —10 =5 0 10]x1e—6;
%PreisProdukte=[100 200 300 500 750 1000];

alpha=B0/A0;

for K0=KOs

K=KOxexp(—deltaV«Px/R_gas/T) ;

X=0.5*%(1+alpha+A0./K)—sqrt ((0.5%(1+alpha+A0./K)).”2—alpha);

%% Kostenanalyse

KostenDruck=KostenWatt«PxxdotV ;
Einkommen=PreisProdukt«X«A0«M PxdotV; %Erinnere: X(P)
plot (Px/1e6 ,Einkommen—KostenDruck)

hold on

xlabel( ’Druck [MPa]’)

ylabel (’Einkommen — Kosten [Euro/s]’)

end

A.5.11 Import der Druckdaten

function [xdata,ydata] = import_ UHPLC_pressure_ file()

%Liest die Ausgabe von der UHPLC ein.

[filename ,path]=uigetfile ('D:\ITB_PRAKTI Jannis\Jar\
Aufzeichnung\*.x");

content=importfile ([path '\’ filename]) ;

i=1;

%Daten fangen mit "LC Status Trace” an.

while ~contains(content(i,1),’ [LC Status Trace’)
i=i+1;

end

%Ab hier "# of Points” suchen. Zeile darunter ist Amnzahl der
Messwerte

while ~contains(content(i,1),’# of Points’)
i=i+1;

end

num_ Points=str2double (content (i,2));

while ~contains(content(i,1), Intensity Multiplier’)
i=i+1;

end

Intens_ Multiplier=str2double (strrep (content (i,2),’,”,’.7)); %
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while ~contains(content(i,1), ’R.Time (min)’)
i=i41;

end

data_ start=i-+1;

data_end=data_start+num_Points—1; %1 da wir sonst in den
Anfang des maechsten Blocks reinrutschen

xdata_str=strrep (content (data_start:data_end,1),’,’,".");
xdata=str2double (xdata_str);
ydata_str=strrep(content(data_start:data_end,2),’,’,".");
ydata=str2double (ydata_str)xIntens_Multiplier;

fprintf(’'Es wurden %i Daten importiert (%i. Zeile bis %i. Zeile
)\n’ ,num_ Points,data_start ,data_end)
disp (' [x]=min; [y]=MPa’)

end

function filecontent = importfile (filename)

% Auto—generated by MATLAB on 2020/07/08 07:38:05
delimiter = "\t ’;

startRow = 1;

endRow = inf;

formatSpec = "%q%q%[ \n\r] ’;

fileID = fopen(filename , 'r’);

textscan (fileID , %[ \n\r]’, startRow(1)—1, 'WhiteSpace’, 7, ~’
ReturnOnError’, false);

dataArray = textscan(fileID , formatSpec, endRow(1l)—startRow (1)
+1, 'Delimiter’, delimiter , 'TextType’, ’string’, ’
ReturnOnError’, false, 'EndOfLine’, ’\r\n’);

for block=2:length (startRow)

frewind (fileID ) ;

textscan (fileID , %[ \n\r]|’, startRow(block)—1, *WhiteSpace
", 77, "ReturnOnError’, false);

dataArrayBlock = textscan (fileID , formatSpec, endRow(block)
—startRow (block)+1, 'Delimiter’, delimiter , 'TextType’,
"string ’, 'ReturnOnError’, false, 'EndOfLine’, ’\r\n’);

for col=1:length(dataArray)

dataArray{col} = [dataArray{col };dataArrayBlock{col }];
end
end
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fclose (filelD);
filecontent = [dataArray{l:end—1}];
end

A.5.12 Reduzierung der Datendichte von einer Druckdatei

function [tn,pn,phn,pln] = PressureDataReducer(t,p,max_points)

%Halbiert die Anzahl an Messwerten so lange, bis die Anzahl
kleiner als die

%zugelassene Anzahl ist (max_points)

%Gibt zusaetzlich lokale Ober— und Unterschranken aus.

%tn: t neu

%pn: p neu

%phn: p high neu

%pln: p low neu

[phn, pln] = envelope(p,128, peak’);

tn=t ;

pn=p;

counter=0;

if ~exist(’max_points’,’var’), max_points=500; end

while length (phn)>max points
phn=phn (1:2:end) ;
pln=pln (1:2:end) ;
tn=tn (1:2:end) ;
pn=pn (1:2:end);
counter=counter+1;

end

Y )

disp ([ '] reduced the size ’ num?2str(counter) times by 2
making a reduction of 1:’ num2str(2” counter) ’.’])

tfill=[tn; flip (tn)];

pfill =[phn; flip (pln) |;

fill (tfill , pfill ,[0 O 0], LineStyle’, none’)
hold on

plot (tn,pn)

end
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B Zusatzliche Informationen

B.1 Kritische Reynolds-Zahlen

In Tabelle B.1 sind verschiedene kritische Reynolds-Zahlen und die berechneten Werte fiir
das System festgehalten. Bei der Berechnung der Reynolds-Zahl des Festbetts wurden die
Partikel nicht beriicksichtigt. Da die VZV hinreichend eng war, wére auch eine turbulente

Stromung moglich.

Tabelle B.1: Berechnete Reynolds-Zahlen. Gerechnet mit 2mL/min, 1000kg/m?® und
1mPas.

Bauteil Re Krit.

Festbett @ 3mm 14 200 [193]
Kapillare @ 25 um 1700 2300 [143]
Kapillare @ 50 pum 850 2300 [143]
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B.2 Weitere Abhangigkeiten der Gleichgewichtskonstanten

In Abschnitt 3.2 wird unter anderem die Annahme getroffen, dass die Konzentration
der Reaktanten hinreichend klein ist, sodass die Konzentration und der Molanbruch als
proportional und die Aktivitdtskoeffizienten als 1 angenommen werden kénnen. Um dies
zu tberpriifen wurden beide Reaktionen bei niedrigen Konzentrationen (10 mM anstelle
von bis zu 500 mM) durchgefiihrt. Zudem wurde nach Erreichen des Gleichgewichts
MgCls zugegeben, um zu priifen, ob dies die Lage des Gleichgewichts beeinflusst. Die
Konzentration des Puffers wurde dabei wie bei anderen Versuchen zu 100 mM gewéhlt.

Aufgrund der hohen Pufferkonzentration konnte die Konzentration an Neub5Ac nicht
bestimmt werden. Zusétzlich ist das Signal fiir Pyr bei niedrigen Konzentrationen ungenau.
Aus diesem Grund wurde nur die Lage des Gleichgewichts der Epimerase in Abbildung B.1
aufgezeichnet.

Die Angabe der abschlieBenden MgCla-Konzentration kann nicht exakt gemacht werden,
da das Arbeitsvolumen des Vorlagenbehélters wihrend des Versuches nicht genau zu
bestimmen war. Mittels des Fiillstands wurde es zu 2,1 mL im Vorlagenbehélter bestimmt
(zuziiglich 5mL durch den Rest des Systems).

Aus den Versuchen mit hohen Konzentrationen wurden ebenfalls Werte fiir Kg;,; um
0,25 bestimmt. Aus diesem Grund wurde geschlossen, dass die Annahme einer starken
Verdiinnung zuldssig war.

Anschlielend wurde diese Losung mit MgCls versetzt. Wie aus der berechneten Gleich-
gewichtskonstante hervorgeht, ist der Einfluss vernachlédssigbar. Molla und Mitarbeiter
habenden Einfluss von MgCly die Aktivitét einer Glycerinkinase untersucht und stellten
fest, dass das Verhéltnis von ATP zu MgCls ausschlaggebend ist [194]. Glonek untersuchte
die Kombination von ATP und MgCly und stellte fest, dass ein Mg?*-ATP-Komplex
gebildet wird [195]. Die Lage des Gleichgewichts sei nicht beeinflusst [196].

Zwar konnte die Gleichgewichtskonstante der Aldolase nicht direkt bestimmt werden,
da jedoch die Konzentrationen von GlcNAc und ManNAc konstant blieben, konnte ein
Einfluss von MgCl, auf das Gleichgewicht der Aldolase ausgeschlossen werden.

B.2.1 Selektivitdt von Folgereaktionen

Der Druck kann auch einen Einfluss auf die Selektivitit von Folgereatkionen haben.

§=—N (B.1a)
CM + CN
1
- (B.1b)
eN
C
K Aot = —— (B.2a)
CM - Cp
1
v_ (B.2b)

N cp - Kadol
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0,30 -
0,25 | R .
<
Y
+ MgCl,
0,20 | —
(121,8 + 0,6) MPa (16,8 + 0,3) MPa
0,15 | | | | | | | | | | |
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Zeit [h]

Abbildung B.1: Bestimmte Gleichgewichtskonstante der Epimerase bei niedrigen Konzen-
trationen und verschiedenen MgCly-Konzentrationen. Die Konzentration von MgCly betrug
zu Beginn 1 mM. Nach 23 h wurde sie durch Hinzufligen von 4 mg auf 5,9 mM erhéht. Bedin-
gungen: Reaktorvolumen: 0,21 mL mit 57 mg Epimasere und 0,7 mL mit 179,8 mg Aldolase,
40°C, 10 mM GlcNAc, 10mM Pyr, 1 mM ATP, Flussrate 2 mL/min, 100 mM Puffer bei einem
pH-Wert von 7,5.

GlcNAc
ManNAc + Pyr

% ManNAc
Aldol NeubAc

Abbildung B.2: Verwendete Reaktionssequenz
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1 ~cp-Kaa0(p)

S(p) = 1 =
+ o Kaiao (@) 1+cp 'KAldol(p)

Uber K 4140 ist die Selektivitit vom Druck abhingig.
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C Erganzungen zu Formeln

C.1 Fehlerfortpflanzung nach DIN 1319-3

Fehlerfortpflanzung wurde nach DIN 1319-3 durchgefiihrt [197]. Beispielhaft sei hier das
Vorgehen mit zwei Messwerten x und y (mit Mittelwert £ und y sowie Unsicherheiten
A, und Ay), welche zu einem neuen Wert zusammengerechnet werden sollen.

xr=T+A, (C.1a
=y+£4y (C.1b)
z=f(z,9) (C.2)

Fir die neue Grofle z soll der Mittelwert und die Unsicherheit bestimmt werden.
z=ZxA, (C.3)
Der Mittelwert berechnet sich durch die Mittelwerte der beiden Eingangsparameter.
z=f(z,y) (C.4)

Dann wird der Fehler der Grole z (A) wie folgt bestimmt:

A, = \/fx(f,gj)z A2+ £ (7,7)2 A2 (C.5)

fz(z,y) beschreibt die Ableitung von f nach x, welche an der Stelle (x,y) ausgewertet
wird.

Die Unsicherheit wird mittels der Standardabweichung berechnet (hier exemplarisch
fir die Grofle x):

T = = T;—X .
\/Nmess \/Nmess Nmess -1 i=1

Mit o, als Standardabweichung von dem Messwert x und N,,ess als Anzahl an Mess-
punkten/Wiederholungen.
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C Ergédnzungen zu Formeln

C.2 Massenbilanz im Stromungsrohr

In Kapitel 3 wird unter anderem die Differentialgleichungen (DGL) zur Beschreibung
gezeigt. Die DGL fiir Kinetik kann in DGL fiir das Rohr iiberfiihrt werden, indem
entweder eine Stoffbilanz um ein Volumenelement gemacht wird, oder, indem Strecke,
Zeit und Stromungsgeschwindigkeit verkniipft werden. Hierbei wird angenommen, dass
die Stromung homogen ist und keine Diffusion in axialer Richtung stattfindet.

Z—j =w (C.7a)
dr_ dt (C.7b)
w

Alternativ kann eine Molbilanz um das in Abbildung C.1 markierte Volumenelement

aufgestellt werden:

dnd_(t:v) =n(x) -n(x+dx)xv-dV (C.8)

Da ein Stromungsrohr stationir arbeitet, gibt es keine Anderung mit der Zeit. Des
Weiteren kann dV ersetzt werden zu:

AV = A-dx (C.9)

Fiir n(x + dx) wird dann eine Tailor-Reihen-Entwicklung durchgefiihrt:
di
n(z+dr) =n(x)+ #dw +... (C.10)
x

Unter Vernachlassigung der hoheren Ableitungen und Einsetzen in Gleichung (C.8)
ergibt sich:

0=n(x)-n(x)- Z—Zdw +v- Acdx (C.11)

Anschlieend wird der Molenstrom () durch den Volumenstrom, welcher konstant ist,
und die Konzentration ersetzt.

n=c-V (C.12)

AuBlerdem wird die Stromungsgeschwindigkeit iiber Querschnitt und Volumenstrom
berechnet.

V=Aw (C.13)
Somit ergibt sich:
(C.14)
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C.3 Dirac-Puls und Heaviside-Stufenfunktion

2R ()

T

N

Abbildung C.1: Ein beliebig-kleines Volumenelement in einem Rohrreaktor (vergleiche
Abbildung 3.6)

C.3 Dirac-Puls und Heaviside-Stufenfunktion

Der Dirac-Puls ist definiert als Funktion, die bei 0 gegen oo strebt und sonst 0 ist. Das
Integral des Dirac-Pulses ist die Heaviside-Stufenfunktion (Hs(z)).
Diese ist wie folgt definiert:

0 =<0
Hy(z)={3 x= (C.15)
1 z>1

C.4 Numerische Faltung zweier Funktionen

Die VZV zweier hintereinander geschalteter Reaktoren (Eycs) mit VZV der einzelnen
Reaktoren Fy und Fy wird wie folgt berechnet:

Eges(t) = fot Ei(z)- Bo(t - 2)dz (C.16)

Diskret bedeutet es, dass die Messpunkte von F; von 0 bis ¢ mit den Messpunkten von
E5 von i bis 0 multipliziert und anschliefend integriert werden. Dies wurde durch folgenden
MATLAB®-Befehl realisiert: Eges (i)=trapz(t(1:i),E1(1:1i).*f1lip(E2(1:1)))

C.5 Viskositat in Abhangigkeit von Druck und Temperatur

In Tabelle C.1 ist eine Auswahl an Werten fiir die dynamische Viskositat von Wasser
aufgefiihrt. Aus diesen wird deutlich, dass Temperatur einen grofieren Einfluss auf die
Viskositéat hat als der Druck.
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C Ergédnzungen zu Formeln

Tabelle C.1: Werte fiir die dynamische Viskositit von Wasser [90]
T [°C] p[MPa] 7 [mPas]

20 0,1 1.0016
40 0,1 0.6527
50 0,1 0.5465

50 100,0 0.5701
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Abkiirzungsverzeichnis

a-Gle a-Glucose

5-Gle B-Glucose

ATP Adenosin triphosphat
DAD Dioden Array Detector
DGL Differentialgleichung

GALAB GALAB Laboratories GmbH
GGW Gleichgewicht
GlcNAc  N-Acetyl-D-glucosamin

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
IAPWS  Internationale Vereinigung zu den Eigenschaften von Wasser und Dampf
ID Innendurchmesser

IQA Interquartilsabstand

MAD Durchschnittliche Abweichung zum Median
ManNAc N-Acetyl-D-mannosamin

NeubAc  N-Acetylneuraminsiure
NMR Kernspinresonanz

Pyr Pyruvat

RDR Riickdruckregler

RID Berechnungsindexdetektor
RZA Raum-Zeit-Ausbeute

UHPLC  Ultrahochleistungsfliissigkeitschromatographie
UVD UV-Detektor

VZV Verweilzeitverteilung
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